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Le premier chapitre, l’introduction, pre´sente le contexte de cette e´tude. Je
pre´sente successivement, du plus ge´ne´ral au plus spe´cifique : la mitochondrie, la
famille des transporteurs mitochondriaux puis les principales connaissances re-
latives au transporteur d’ADP et d’ATP. Une partie de la revue bibliographique
se trouve de´porte´e dans les chapitres de re´sultats. Ainsi l’oligome´rie est abor-
de´e dans le deuxie`me chapitre, et l’instantane´ des connaissances structurales de
prote´ines membranaires de´peint dans le chapitre quatre.
Les descriptions du mate´riel et des me´thodes utilise´s sont e´galement inte´gre´es
aux chapitres de re´sultats. Volontairement, certaines sont allusives et d’autres
plus comple`tes. Ainsi les explications de cristallographie sont minimalistes : on
les trouvera facilement ailleurs, tre`s bien e´crites. A l’inverse, l’ultracentrifuga-
tion analytique ou la diffusion de neutrons sont assez longuement pre´sente´es,
e´quations a` l’appui. Le choix du niveau de de´tail re´pond a` un cahier des charges
en deux points : le besoin de de´crire pour m’approprier une me´thode et le degre´
de difficulte´ a` trouver une description e´quivalente.
Les re´sultats sont pre´sente´s en trois chapitres de tailles ine´gales.
Le chapitre deux traite de l’e´tat oligome´rique de la prote´ine et des li-
pides structuraux. Apre`s un tour d’horizon de la litte´rature correspondante,
je pre´sente nos re´sultats d’ultracentrifugation analytique, de diffusion de neu-
trons aux petits angles et de cristallographie. Pour ces derniers, l’accent est
porte´ autant sur l’oligome´rie que sur l’interpre´tation de la structure des lipides
entourant la prote´ine.
Le chapitre trois s’inte´resse aux de´marches visant a` obtenir la structure
d’une autre conformation de la prote´ine. Il pre´sente les termes du proble`me
pose´ par la stabilisation du transporteur d’ADP et d’ATP et par le controˆle de
son environnement. Il e´voque rapidement des tentatives e´parses pour re´soudre
ces proble`mes, puis plus en de´tail un projet de de´tournement a` des fins de
purification d’interactions entre le transporteur et la cyclophiline D ou Vpr.
Le chapitre quatre rapporte diverses expe´riences de cristallisation. Ce
chapitre est en partie inde´pendant de l’e´tude du transporteur d’ADP et d’ATP,
puisqu’il de´crit notamment un prototype de plaque de cristallisation adapte´e
aux phases cubiques de lipides. C’est autant un chapitre de mise en contexte
que de re´sultats.
Enfin les conclusions, les perspectives de ce travail ainsi que quelques hypo-
the`ses trouvent leur place dans un dernier chapitre.
Participation aux travaux
La majeure partie des travaux rapporte´s ici re´sultent de collaborations. Les
purifications de transporteur d’ADP et d’ATP sont re´alise´es dans les locaux
de Ge´rard Brandolin (iRTSV) ; les expe´riences de diffusion de neutrons ont e´te´
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conduites avec Joseph Zacca¨ı (IBS-ILL), Christine Ebel (IBS) et Ge´rard Bran-
dolin ; les expe´riences d’ultracentrifugation ont e´te´ re´alise´es puis interpre´te´es par
et avec Christine Ebel ; les clonages ont e´te´ mene´s avec l’aide d’Anne-Marie Di
Guilmi (IBS) et d’Isabel Ayala (IBS) ; les purifications correspondantes ont im-
plique´ Laure Rajat (IBS) ; Aure´lien Deniaud (IBS) a participe´ aux expe´riences
d’interactions ; la cristallisation en champ magne´tique a e´te´ faite chez James
Torbet (IBCP) et Eric Beaugnon (CRETA) ; les tests du prototype de plaque
de cristallisation ont e´te´ possibles graˆce a` l’aide de Je´re´my Ohana (FIP-IBS).
Bien suˆr ma directrice de the`se Eva a oriente´, anime´ et mis en musique l’en-





Le cytosol des cellules eucaryotes pre´sente des compartiments qui assurent
des fonctions biologiques spe´cialise´es, de´limite´s par des membranes. Parmi ceux-
ci, la mitochondrie remplit une fonction e´nerge´tique essentielle : la respiration
cellulaire et la synthe`se d’ATP, mole´cule qui alimente en e´nergie la plupart des
processus cellulaires.
L’e´tymologie, du grec mitos (fil) et chondros (grain), e´voque la forme ellip-
so¨ıdale de la mitochondrie pre´sente sous forme de chapelets, des « filaments »
de « granules » aligne´s, lors des premie`res observations par Ko¨lliker, Flemming
et Altmann au dix-neuvie`me sie`cle.
On sait aujourd’hui que la morphologie des mitochondries est a` la fois com-
plexe et dynamique [Okamoto et Shaw, 2005]. Cependant elles comprennent
toujours une enveloppe forme´e de deux membranes. La plus exte´rieure est lisse,
tandis que la membrane interne s’invagine pour former des creˆtes mitochon-
driales.
Distribution cellulaire Les mitochondries sont pre´sentes dans la plupart
des cellules eucaryotes. Leur abondance et leur emplacement varient avec la
fonction cellulaire et les besoins e´nerge´tiques locaux. Ainsi dans le muscle, elles
sont nombreuses et se placent en regard des disques des myofibrilles ; dans le
rein on les trouve dans la re´gion basale ou` elles fournissent l’e´nergie pour les
transports a` travers la membrane. Les globules rouges en sont de´pourvus.
D’ou` viennent les mitochondries ? L’endosymbiose d’une ligne´e bacte´-
rienne il y a 1,5 milliards d’anne´es est a` l’origine de l’apparition des mitochon-
dries. La bacte´rie originale pourrait eˆtre apparente´e aux α-prote´obacte´ries de la
famille des Rickettsia [Falah et Gupta, 1994], selon une the´orie e´taye´e par des
arbres phyloge´ne´tiques d’ARN ribosomaux [Yang et al., 1985], de chaperonnes
[Viale et al., 1994] et de cytochromes [Sicheritz-Ponte´n et al., 1998].
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Au cours de l’e´volution, la mitochondrie s’est spe´cialise´e dans la produc-
tion d’e´nergie en conditions ae´robie ; son patrimoine ge´ne´tique a e´te´ en partie
perdu ou transfe´re´ vers celui de l’hoˆte ; elle a de´veloppe´ un syste`me d’import
de prote´ines en provenance du cytosol (pour revue voir Neupert et Herrmann
[2007]).
Le ge´nome mitochondrial Aujourd’hui les produits des ge`nes mitochon-
driaux, chez l’homme, sont treize sous-unite´s prote´iques implique´es dans la phos-
phorylation oxydative, 2 ARN ribosomaux et 22 ARN de transfert. Les ge`nes
mitochondriaux e´voluent de six a` dix-sept fois plus rapidement que leurs e´quiva-
lents du noyau, et d’inte´ressants travaux corre`lent les migrations de populations
au patrimoine ge´ne´tique de l’organite [Torroni et al., 1993, Behar et al., 2006].
Un spectre e´tendu de maladies ge´ne´tiques, transmises par la me`re, sont associe´es
a` des mutations de l’ADN mitochondrial, comme par exemple le syndrome de
Leigh ou une tumorige´nicite´ accrue dans le cancer de la prostate.
Organisation de la mitochondrie La membrane externe de la mitochondrie
est lisse ; elle contient en abondance une prote´ine homologue des porines bacte´-
riennes appele´e VDAC (acronyme de Voltage Dependant Anion Channel), qui
la rend perme´able aux mole´cules de masse infe´rieure a` 1000 Da. La composition
de l’espace intermembranaire est donc voisine de celle du cytosol.
La membrane interne pre´sente des repliements, les creˆtes mitochondriales
(figure 1.1), dont l’abondance de´pend de l’activite´ respiratoire. Elle s’invagine
en tubes ou en saccules qui pe´ne`trent profonde´ment a` l’inte´rieur de l’organite et
augmentent la surface d’e´change entre compartiments. Ces saccules sont connec-
te´es a` la partie pe´riphe´rique de la membrane interne par des jonctions ge´ne´ra-
lement cylindriques, de diame`tre typiquement compris entre 30 et 40 nm. C’est
la tomographie e´lectronique qui permet de visualiser l’organisation interne de
la mitochondrie [Mannella, 2006], et au-dela` des ge´ne´ralite´s que nous venons de
rapporter, cette technique met en e´vidence la diversite´ des structures forme´es
par la membrane interne.
L’identite´ des prote´ines qui forment ou favorisent ces structures, tout comme
la relation entre ces structures et la fonction des mitochondries, restent mal
connues. Des exemples frappants mettent ne´anmoins en lumie`re l’existence a`
de´faut de la compre´hension de telles relations. Ainsi un de´faut d’assemblage de
l’ATP-synthase de levure peut conduire a` des organisations en oignon des mito-
chondries (Arselin et al. [2004] et figure 1.1.g). Une tomographie de mitochon-
drie d’un patient atteint du syndrome de Senger (une de´ficience en transporteur
d’ADP et d’ATP) montre de nombreuses ve´sicules de membrane interne non
connecte´es a` l’espace intermembranaire (figure 1.1.f).
Diversite´ des roˆles cellulaires de la mitochondrie Le roˆle principal joue´
par la mitochondrie est d’assurer la synthe`se d’ATP. Via un transfert d’e´lectrons,






Fig. 1.1 – Structure et diversite´ de la mitochondrie. (a) et (b) Vues ty-
piques en microscopie e´lectronique et tomographie e´lectronique de mitochondries. (c)
Association mitochondries-myofibrilles de muscle squelettique de cobaye. (d) Associa-
tion mitochondrie-membrane plasmique de l’e´pithe´lium d’insecte. (e) Mitochondries
en forme de serpent d’une cellule e´pithe´liale d’escargot. (f) Mitochondrie de cœur
d’un patient atteint du syndrome de Senger [Mannella, 2006]. (g) Mitochondrie dans
laquelle la sous-unite´ e/g de l’ATP-synthase a e´te´ supprime´e [Arselin et al., 2004].
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matrice et l’espace intermembranaire (figure 1.2). Ce gradient dissipe´ par l’ATP-
synthase lui fournit l’e´nergie ne´cessaire a` la catalyse du couplage d’ADP et de
phosphate inorganique en ATP. La de´couverte de ce couplage chimio-osmotique
valut a` Mitchell [Mitchell, 1961] le prix Nobel en 1978.
Les dernie`res e´tapes du me´tabolisme du glucose (avec le cycle de Krebs) et
des acides gras (dont la β-oxydation) prennent place dans la matrice mitochon-
driale. Elle intervient e´galement dans la protection contre le stress oxydant. Elle
assure certaines e´tapes de la biosynthe`se d’acides amine´s ou de bases nucle´oti-
diques.
Enfin la mitochondrie est implique´e dans l’apoptose, selon un me´canisme
encore mal connu qui conduit a` la perme´abilisation de l’organite et au relargage
du cytochrome C dans le cytosol, puis a` l’activation des caspases responsables de
la mort cellulaire (voir e´galement la section Apoptose et mitochondrie page 19).
Morphologie et dynamique Les mitochondries sont des organites dyna-
miques qui changent de taille, de forme, se de´placent sur de longues distances,
s’interconnectent. Les me´canismes de fusion et de fission, a` l’origine de ces in-
terconnexions ont e´te´ largement e´tudie´s chez la levure Saccharomyces cerevisiae
(pour revue voir Okamoto et Shaw [2005]). Ces me´canismes impliquent des pro-
te´ines conserve´es parmi les eucaryotes supe´rieurs.
La fusion est un processus fonction de la pre´sence de GTP et d’un potentiel
de membrane. Elle conduit a` la fusion du poˆle d’une mitochondrie avec une autre
et a` la continuite´ de leurs matrices. Les prote´ines Fzo1p, Mgm1p (deux GTPases
conserve´es) et Ugo1p (une prote´ine situe´e dans la membrane externe contenant
entre autres deux motifs semblables a` ceux triplique´s chez les transporteurs
mitochondriaux, [Coonrod et al., 2007]) interviennent dans la fusion, qui s’ope`re
selon un mode`le se´quentiel de rapprochement des organites suivi du contact, de
la fusion de la membrane externe puis de la membrane interne.
La fission fait intervenir notamment une GTPase cytosolique homologue de
la dynamine (Dmn1) et une prote´ine de la membrane externe (Fis1). L’ide´e
ge´ne´rale est que l’interaction avec Fis1 permet l’assemblage en homo-oligome`res
de Dmn1 ; ces oligome`res sont capables d’ope´rer une fission de´pendante de la
pre´sence de GTP. Dans le de´tail, diffe´rents me´canismes impliquant e´galement
d’autres partenaires sont de´crits. Les prote´ines de fission pourraient participer
a` la fragmentation mitochondriale qui intervient pendant l’apoptose [Youle et
Karbowski, 2005].
Prote´ines de la membrane interne de structures connues Seules quelques
structures de prote´ines membranaires mitochondriales sont connues. Ce sont ex-
clusivement des structures de prote´ines qui participent a` la respiration. Une vue
structurale de la chaˆıne respiratoire est illustre´e par la figure 1.2.
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Le complexe I comprend 46 sous-unités, et 
possède une masse apparente de l'ordre de 1 
Mda.
Succinate-Q reductase Q-Cytochrome c
oxidoreductase
Cytochrome C oxidaseNADH-Q oxidoreductase
Fig. 1.2 – Vue structurale de la chaˆıne respiratoire. Les structures atomiques
obtenues par cristallographie des complexes II de porc [Sun et al., 2005], III de bœuf
[Iwata et al., 1998], IV de bœuf [Tsukihara et al., 1996] et de l’ATP-synthase [Stock
et al., 1999] sont repre´sente´es. L’enveloppe a` basse re´solution du complexe I obtenue
par microscopie e´lectronique est celle de Grigorieff [1998].
1.2 Les transporteurs mitochondriaux
Les transporteurs mitochondriaux forment une famille de prote´ines qui as-
surent l’import et l’export des petites mole´cules a` travers la membrane interne
des mitochondries.
1.2.1 Caracte´ristiques de la famille
Actuellement on compte chez l’homme plus de 40 membres de la MCF (acro-
nyme de Mitochondrial Carrier Family), dont quelques caracte´ristiques sont
donne´es dans la figure 1.3. Toutes les prote´ines de la MCF sont code´es par des
ge`nes nucle´aires.
Triplication La se´quence des transporteurs mitochondriaux est forme´e de
trois parties homologues longues d’une centaine de re´sidus, issues d’un unique
ge`ne ancestral [Walker et Runswick, 1993, Fiermonte et al., 1999].
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Pour chaque transporteur sont indiqués :
Sens du transport







299 - 24 %
Oxoglutarate Oxoadipate MalateOxoglutarate
Q02978 - SLC25A11
314 - 19 %
Métal
1- Q9NYZ2 - SLC25A37 - 347 - 14 %
2- Q96A46 - SLC25A28 - 364 - 14 %
H+ Glutamate
1- Q9H936 - SLC25A22 - 323 - 22 %
2- Q9H1K4 - SLC25A18 - 315 - 24 %
Carnitine Acylcarnitine
1- Q8N8R3 - SLC25A29 - 303 - 22 %
2- O43772 - SLC25A20 - 301 - 20 %
Pi
Q00325 - SLC25A3 - 362 - 14 %
Un seul gène mais 2 isoformes d'épissage
H+ Pi Dicarboxylate
Q9UXB3 - SLC25A10
287 - 20 %
par ex.
O
Fig. 1.3 – Les transporteurs mitochondriaux humains. Cette figure donne le
nom, le code d’acce`s, les substrats transporte´s par les principaux membres de la MCF
chez l’homme. Le nombre de re´sidus et le pourcentage d’identite´ avec le transporteur
bovin d’ADP et d’ATP bAAC1 sont e´galement indique´s. Pour une liste exhaustive
des transporteurs humains, voir Palmieri [2004], Haitina et al. [2006]. Abre´viations :
Pi phosphate inorganique, Mg magne´sium, dNTP de´oxynucle´otide, H+ proton et CoA
coenzyme A.
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Topologie Les pre´visions de structures secondaires attribuent 6 he´lices trans-
membranaires aux membres de la MCF (voir Saraste et Walker [1982] pour la
premie`re analyse d’hydrophobie1), dont les extre´mite´s N et C se placent dans
l’espace inter-membranaire (voir aussi la page 78). La structure de bAAC1 per-
met de pre´ciser cette topologie : les he´lices sont incline´es, certaines sont coude´s
et il existe des petits segments he´lico¨ıdaux coˆte´ matriciel (figure 1.8).
Signature On trouve dans chacune des trois parties homologues la se´quence
signature PxD/ExxK/R (20 a` 30 re´sidus) D/EGxxxxaK/RG ou` a repre´sente un
re´sidu aromatique. Cette se´quence consensus peut pre´senter des variations d’un
transporteur a` l’autre, et pour une meˆme prote´ine entre ses trois sous-parties.
En conse´quence certains auteurs affinent encore cette signature [Palmieri, 2004]
ou la limitent aux six premiers acides amine´s.
Biochimie Les transporteurs mitochondriaux posse`dent une masse apparente
d’environ 30 kDa, un point isoe´lectrique e´leve´, et la caracte´ristique inhabituelle
de ne pas eˆtre retenus sur une re´sine d’hydroxylapatite dans certaines conditions
de purification.
Oligome´rie Une abondante litte´rature propose une organisation homodime´-
rique des membres de la MCF ; elle sera discute´e plus avant dans le chapitre
deux consacre´ a` l’oligome´rie.
Origine et re´partition Si l’on trouve des transporteurs mitochondriaux chez
tous les organismes pourvus de mitochondries (truisme), on de´nombre e´galement
quelques transporteurs de cette famille localise´s dans d’autres organites : per-
oxisome de levure [Palmieri et al., 2001], chloroplastes des plantes, par exemple
dans les membranes des thylako¨ıdes [Thuswaldner et al., 2007] et dans la mem-
brane interne des chloroplastes d’Arabidopsis Thaliana [Palmieri et al., 2006].
Re´cemment un transporteur de de´oxynucle´otides a e´te´ identifie´ pour la premie`re
fois hors du re`gne eucaryote, dans le ge´nome du mimivirus [Monne´ et al., 2007].
On ne trouve pas trace dans les banques de ge´nomes, ni de membres de la
MCF chez les organismes procaryotes, ni d’une se´quence codant pour un tiers
de transporteur MCF qui serait l’a¨ıeul des transporteurs actuels.
1.2.2 Insertion dans la membrane interne
Une large majorite´ –autour de 98%– des prote´ines mitochondriales sont co-
de´es par des ge`nes nucle´aires. Leurs chaˆınes polypeptidiques sont synthe´tise´es
dans le cytosol sous forme de pre´-prote´ines associe´es a` des chaperonnes, puis
dirige´es vers la mitochondrie ou` elles sont prises en charge par une machinerie
d’import.
Selon le type et le compartiment de destination des prote´ines, il existe plu-
sieurs me´canismes d’import, qui impliquent des prote´ines de la famille TIM et
1Il est inte´ressant de noter la faible hydrophobie de l’he´lice H2
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TOM, respectivement translocase of the inner/outer mitochondrial membrane
(pour revue consulter Neupert et Herrmann [2007]). De nombreuses prote´ines
mitochondriales portent une se´quence d’adressage N-terminale bien caracte´rise´e
qui permet leur translocation vers la matrice [Gakh et al., 2002].
La plupart des transporteurs mitochondriaux sont de´nue´s d’une telle se´-
quence ; l’information d’adressage est contenue dans la se´quence de la prote´ine
mature. Il semble que chacune des trois re´pe´titions contribue a` cet adressage
au niveau de la membrane externe et de l’espace inter-membranaire –via des
re´sidus proches des domaines transmembranaires–, alors que la seule informa-
tion contenue dans la troisie`me re´pe´tition suffit a` l’insertion dans la membrane








Fig. 1.4 – Import des transporteurs
mitochondriaux. Les diffe´rentes e´tapes
de la translocation par les complexes TOM
et TIM22 sont sche´matise´es. La description
de chaque e´tape est dans le texte. D’apre`s
Neupert et Herrmann [2007].
Le me´canisme d’import des transporteurs mitochondriaux peut se de´couper
en cinq e´tapes successives (figure 1.2.2). (a) La pre´-prote´ine associe´e aux chape-
ronnes Hsp70 et Hsp90, non replie´e, est achemine´e vers la mitochondrie et (b)
pre´sente´e au complexe TOM. (c) Elle franchit la membrane externe en pre´sence
d’ATP a` travers le pore Tom40. (d) De petites prote´ines Tim9-10 de l’espace
intermembranaire, organise´es en un hexame`re ressemblant a` l’he´lice d’un venti-
lateur, prennent en charge le pre´curseur prote´ique et le dirigent vers le complexe
forme´ autour de Tim22. Il est possible que les 6 « bras » de l’he´lice viennent ca-
cher et prote´ger les parties hydrophobes du pre´curseur [Webb et al., 2006]. Ces
prote´ines Tim9-10 portent une double signature CxxxC et leur e´tat d’oxydation
apparaˆıt important. (e) Un complexe prote´ique de la membrane interne de 300
kDa, dont la sous-unite´ la plus importante Tim22 est entoure´e des sous-unite´s
membranaires Tim18, Tim54 et solubles Tim9, Tim10, Tim12, inse`re enfin la




Les travaux de Dyall et al. [2003] proposent que la dime´risation des trans-
porteurs MCF ait lieu rapidement apre`s leur insertion et s’accompagne de re´ar-
rangements structuraux.
Il est inte´ressant de souligner la relation entre translocation des transpor-
teurs mitochondriaux et mise en place de leur topologie. Ainsi le complexe TIM
n’inse`re dans la membrane interne que des prote´ines posse´dant un nombre pair
d’he´lices et dont les N- et C-termini sont situe´s dans l’espace intermembranaire.
Et c’est au de´but de la translocation par TOM que les pre´curseurs acquie`rent
une topologie interme´diaire ou` les N- et C-termini restent expose´s au cytosol.
1.3 Le transporteur d’ADP et d’ATP
1.3.1 Une prote´ine importante, abondante, largement e´tu-
die´e
Le transporteur d’ADP et d’ATP (AAC pour ADP-ATP carrier) est le
mieux connu parmi les transporteurs mitochondriaux ; une abondante litte´ra-
ture s’attache a` son e´tude depuis les anne´es 1970 (voir la chronologie du tableau
1.1). Deux facteurs au moins ont concouru a` l’inte´reˆt porte´ a` cette prote´ine :
son abondance naturelle dans certains organes et la de´couverte d’inhibiteurs
spe´cifiques.
1955 Siekevitz et Potter [1955] e´tablissent l’existence de deux lots de
nucle´otides ade´nyliques, l’un cytosolique et l’autre matriciel.
1958 Pressman [1958] montre un e´change extreˆmement dynamique
entre ces deux lots.
1962 Bruni et al. [1962] d’une part, Vignais et al. [1962] d’autre part,
montrent que l’ATR inhibe spe´cifiquement la phosphorylation de
l’ADP extra-mitochondrial.
1965 De´couverte de la prote´ine liant l’ATR [Duee et Vignais, 1965]
[Pfaff et al., 1965].
1978 Identification de la prote´ine liant les atractylosides au transporteur
d’ADP et d’ATP [Klingenberg et al., 1978].
1982 La se´quence de l’AAC1 de cœur de bœuf est disponible [Aquila
et al., 1982].
1992 Identification de la famille MCF [Walker et Runswick, 1993].
2003 La structure atomique du complexe bAAC1-CATR [Pebay-
Peyroula et al., 2003], ainsi que la carte en projection a` moyenne
re´solution de scAAC2-ATR [Kunji et Harding, 2003] sont dispo-
nibles.




1.3.1.1 Caracte´ristiques et spe´cificite´ du transport
Chaque jour un eˆtre humain recycle sa propre masse d’ATP, alors que le
stock en nucle´otides ade´nyliques ne de´passe pas cent grammes. Cette dispropor-
tion souligne l’efficacite´ de la re´ge´ne´ration de l’ATP et celle de son transport.
L’activite´ moyenne de transport mesure´e sur des mitochondries de foie de rat
est de l’ordre de 1000 min−1 (le nombre d’unite´s de transport est e´value´ graˆce a`
la fixation du CATR) [Vignais, 1976, Klingenberg, 1980]2. Cette faible activite´
est compense´e par l’abondance de la prote´ine qui repre´sente jusqu’a` 15% des
prote´ines de la membrane interne.
L’AAC permet in vivo l’export de l’ATP4− depuis la matrice et l’import de
l’ADP3− pre´sent dans l’espace inter-membranaire. Ce transport est e´lectroge´-
nique ; il dissipe le potentiel de membrane. Jusqu’a` un tiers de l’e´nergie produite
par la chaˆıne respiratoire peut eˆtre consomme´e par ce transport [Duszynski et al.,
1981].
En syste`me reconstitue´, en l’absence de potentiel de membrane, le transport
n’est plus directionnel. Des expe´riences contradictoires rapportent la possibilite´
de transport d’un seul nucle´otide [Broustovetsky et al., 1997] ou au contraire la
ne´cessite´ d’un e´change un pour un des deux substrats (Brandolin et al. [1980],
voir aussi la figure page 34). Bien suˆr, in vivo il est obligatoire que l’e´change
constate´ ait une stœchiome´trie moyenne 1 :1 [Duee et Vignais, 1965].
L’AAC ne reconnaˆıt aucun nucle´otide pyrimidique. Des e´tudes de photo-
marquage avec des nucle´otides modifie´s ont mis en e´vidence deux e´tapes lors du
transport : la fixation puis le passage du substrat. Cette seconde e´tape est plus
se´lective, et certains compose´s peuvent se fixer a` l’AAC sans eˆtre transporte´s.
Citons par exemple : le 8-azido ADP, le 2-azido ADP, l’AMP, l’e´osine Y (qui
se fixe coˆte´ matriciel [Majima et al., 1998]). Pour que cette fixation puisse eˆtre
suivie d’un transport, il est ne´cessaire que le nucle´otide ade´nylique posse`de une
conformation syn non bloque´e, ne soit pas substitue´ en position C2 de la base,
posse`de une amine en C6 et plus d’un groupement anionique (figure 1.5).
En plus de l’ADP et l’ATP sont transporte´s par exemple la tubericidine di-
phosphates ou le 1-N-oxide ADP. Seules les formes non ligande´es des nucle´otides
sont reconnues, et la pre´sence d’ions magne´sium interdit le transport en syste`me
reconstitue´ [Brandolin et al., 1981]. Le GDP n’est pas reconnu.
Le site de liaison de l’ADP est inconnu, ne´anmoins des e´tudes de pho-
tomarquage ont permis d’identifier coˆte´ cytosolique les segments F153–M200,
Y250–M281 [Dalbon et al., 1988] du bœuf, G172–M210 [Mayinger et al., 1989]
ou plus restrictif S183–R191 [Dianoux et al., 2000] de la levure ainsi qu’un seg-
ment additionnel place´ pre`s du C-ter : I311–K318. La structure atomique de
bAAC1 en complexe avec le carboxyatractyloside pre´sente une cavite´, ouverte
vers l’espace intermembranaire, a` la surface de laquelle certains re´sidus pour-
2Ici il est inte´ressant de noter que les expe´riences d’e´lectrophysiologie permettent d’e´valuer
la constante de temps du transport a` 6 ms environ, ce qui correspond a` une activite´ de l’ordre
de 10 000 min−1 [Gropp et al., 1999]. A-t-on alors une unite´ de transport qui n’est « active »
qu’un dixie`me du temps, le reste se passant en attente, liaison et relargage des substrats ?




raient participer au transport (pour revue voir Pebay-Peyroula et Brandolin
[2004], ces re´sidus apparaissent aussi sur la figure page 17). Des travaux de mo-
de´lisation proposent l’intervention des re´sidus K22, R79, G182, I183 et R279















Amine en C6> 1 phosphate
Ces groupements peuvent
être substitués
2Pas de substitutionen C2
Fig. 1.5 – Mole´cule d’ADP et conditions de transport. La figure pre´sente une
repre´sentation a` plat et en trois dimensions de la mole´cule d’ADP, avec sa nomenclature
et les restrictions portant sur les nucle´otides transporte´s par l’AAC.
1.3.1.2 Inhibiteurs : actractylosides et acides bongkre´kiques
Deux groupes distincts d’inhibiteurs de l’AAC existent. Ils ont en commun
une grande spe´cificite´ et une haute affinite´.
Le premier comprend l’actractyloside (ATR) et le carboxy-atractyloside (CATR).
On extrait ces compose´s de plantes, notamment d’Atractylis gummifera (figure
1.6), un chardon du bassin me´diterrane´en e´galement connu en France sous le
nom de chardon a` glu. Ses vertus me´dicinales et toxiques sont connues depuis
l’antiquite´ : Theophrastus de´crit la plante et sugge`re son usage comme vermi-
fuge, comme poison contre les chiens, mais e´galement dans le traitement de la
le`pre en application externe [Daniele et al., 2005]. Une grande diversite´ d’emploi
d’Atractylis gummifera se retrouve dans la me´decine traditionnelle, du traite-
ment des parasites intestinaux a` l’interruption de grossesse en passant par le
blanchiment des dents. Les cas d’empoisonnement aux atractylosides sont rares
(une centaine rapporte´s depuis le dix-neuvie`me sie`cle) mais souvent fatals. Ils
sont accompagne´s de symptoˆmes tels que nause´es, vomissements et douleurs
abdominales, ge´ne´ralement suivis d’un coma. L’inhibition de l’e´change d’ADP
et d’ATP par les atractylosides entraˆıne notamment la ne´crose he´patique.
Le CATR et l’ATR sont des inhibiteurs qui ne traversent pas la membrane
interne ; ils se fixent sur la partie expose´e au solvant de l’AAC dans l’espace
intermembranaire. L’ATR est un inhibiteur compe´titif vis-a`-vis de la fixation des
nucle´otides dont la constante de dissociation est de l’ordre de 100 nanomolaires ;
11
Introduction
le CATR est un inhibiteur non-compe´titif dont la constante de dissociation est
de l’ordre de 10 nanomolaires.
Structure et liaison a` l’AAC Les atractylosides se composent d’un noyau
diterpe`ne, ainsi que d’un glucose disulfate´ et portant un re´sidu isovale´rique. Une
liaison glycosidique attache le sucre a` l’atractylge´nine (figure 1.6). Le CATR
posse`de un groupement carboxyle supple´mentaire en position 4 de ce dernier,
qui le diffe´rencie de l’ATR.
Fig. 1.6 – Les inhibiteurs de l’AAC. A gauche les atractylosides, la photo repre´-
sente le chardon Atractylis gummifera. A droite l’acide bongkre´kique, la photo repre´-
sente une pre´paration de tempeh.
La structure de l’AAC bovine complexe´e au CATR [Pebay-Peyroula et al.,
2003] permet de de´tailler les interactions entre la prote´ine et l’inhibiteur. Son
noyau diterpe`ne est oriente´ vers le fond de la cavite´ et ses groupements sulftates
pointent vers l’espace intermembranaire ; il est de´cale´ par rapport a` l’axe de
pseudo-syme´trie et interagit plutoˆt avec les he´lices H2 a` H5. Tous les groupe-
ments chimiques du CATR sont implique´s dans des interactions avec la prote´ine
a` l’exception de l’alcool primaire en C6′ du cycle glucose. Les sulfates, les car-
boxylates et l’hydroxyl du diterpe`ne e´tablissent des interactions e´lectrostatiques
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ou des liaisons hydroge`nes, parfois via une mole´cule d’eau, avec la cavite´, tandis
que le cycle diterpe`ne et le re´sidu isovale´rique sont en interaction de van de
Waals avec la prote´ine.
Le groupement carboxyle supple´mentaire du CATR interagit avec l’arginine
R279 via une mole´cule d’eau. Cette liaison hydroge`ne explique la diffe´rence
d’affinite´ entre le CATR et l’ATR (elle est d’un ordre de grandeur).
Les acides bongkre´kiques L’AAC peut e´galement eˆtre inhibe´ par l’acide
bongkre´kique (BA) et isobongkre´kique ; ce toxique naturel est secre´te´ par la
bacte´rie Pseudomonas cocovenenans qui se de´veloppe sur la pulpe de noix de
coco. Les cas d’empoisonnement proviennent de l’ingestion de tempeh, une pre´-
paration culinaire indone´sienne obtenue par fermentation de la noix de coco, a`
pre´sent interdite a` la vente.
Le BA est un inhibiteur non compe´titif, capable de traverser la membrane
interne, qui se fixe sur la prote´ine du coˆte´ matriciel. Son site de liaison n’est pas
connu, et la nature lipophile de ce compose´ pose de nombreux proble`mes pour
l’e´tude du complexe AAC-BA, notamment celui de la distinction entre l’inhibi-
teur lie´ et celui simplement associe´ aux micelles. La constante de dissociation
du complexe est de l’ordre de 10 nanomolaires.
Les acides bongkre´kiques sont des de´rive´s d’acides gras a` longue chaˆıne po-
lyinsature´e (figure 1.6).
1.3.1.3 Inhibiteurs et conformations
Les prote´ines de transport adoptent des conformations diffe´rentes lors des
diffe´rentes e´tapes de leur fonctionnement. Dans le cas de l’AAC, les conforma-
tions inhibe´es par le CATR et le BA sont traditionnellement de´crites comme
les conformations « exteˆmes » adopte´es par la prote´ine lors du transport. Des
mesures de fluorescence intrinse`que montrent en effet que ces e´tats pre´sentent
une fluorescence faible et forte respectivement (pour revue voir Brandolin et al.
[1993]). De plus la fixation du CATR et du BA sont mutuellement exclusives
(a` noter qu’on peut remplacer le BA par du CATR mais non l’inverse). Tous
deux ont la capacite´ de de´placer partiellement le naphtoyl-ADP fixe´ a` la pro-
te´ine [Block et al., 1982], et ce de´placement devient total s’il y a suffisamment












Cycle normal de transport
Fig. 1.7 – Inhibiteurs et conformations. Parmi l’ensemble des conformations
adopte´es par l’AAC certaines permettent la liaison du CATR ou du BA qui bloquent
alors une conformation « extreˆme ».
La conformation CATR correspondrait plutoˆt a` l’e´tat ou` le transporteur
accepte un ADP venant de l’espace inter-membranaire ; la conformation BA a`
l’oppose´ celui ou` un ATP se fixe depuis la matrice.
1.3.1.4 Isoformes
Quatre isoformes du transporteur d’ADP et d’ATP ont e´te´ identifie´es jus-
qu’a` pre´sent chez l’homme, trois chez le bœuf, deux chez les rongeurs. Chez les
plantes, deux isoformes sont caracte´rise´es chez Arabidopsis thaliana.On connaˆıt
trois isoformes chez la levure ; la seconde est celle majoritairement exprime´e en
condition ae´robie. Son interruption suffit a` empeˆcher la croissance de la levure
sur une source de carbone non-fermentescible [Drgon et al., 1991].
Taux d’expression et re´partition tissulaire Chez l’homme ou le bœuf, le
niveau d’expression de chaque isoforme de´pend du tissu cellulaire et du stade
de de´veloppement [Stepien et al., 1992, Skarka et al., 2003]. hAAC1 (ou son ho-
mologue bovine) est l’isoforme dominante dans les muscles cardiaque et squelet-
tiques [Doerner et al., 1997, Powell et al., 1989] ; hAAC2 est faiblement exprime´
dans tous les tissus, et cette expression de´pend de l’activite´ respiratoire [Yama-
zaki et al., 2002] ; hAAC3 est faiblement exprime´ dans les cellules a` capacite´
re´ge´ne´ratrice et fortement exprime´ dans les cellules cance´reuses [Li et al., 1989,
Powell et al., 1989] ; hAAC4 est exprime´ dans le foie, les testicules et le cerveau
[Dolce et al., 2005].
Points communs et diffe´rences dans la se´quence d’acides amine´s Les
prote´ines de levure posse`dent des re´sidus supple´mentaires en N-ter notamment.
L’homologie est souvent plus forte pour une isoforme donne´e entre organismes
diffe´rents qu’entre isoformes du meˆme organisme. Tous les AAC portent une





Le phe´notype de souris knock-out montre l’importance physiologique du
transporteur d’ADP et d’ATP. Des ligne´es transge´niques, dont les ge`nes co-
dant pour mAAC1 ou mAAC2 ont e´te´ inactive´s, donnent en effet des animaux
viables pre´sentant une hypertrophie cardiaque et une de´sorganisation des fibres
musculaires pour mAAC1 [Graham et al., 1997] tandis que l’inactivation de
mAAC2 est le´tale avant la naissance [Kokoszka et al., 2001].
Une de´ficience en AAC chez l’homme est a` l’origine de myopathies [Bakker
et al., 1993, Jordens et al., 2002] qui ne re´sultent pas d’une modification du ge`ne
mais d’une transcription de´fectueuse ou d’un import alte´re´. Une modification
de l’expression des isoformes 1 et 3 est associe´e a` des myopathies cardiaques
[Schultheiss et Bolte, 1985, Dorner et al., 2006].
Cinq mutations ponctuelles ont e´te´ caracte´rise´es chez des patients souffrant
d’ophtalmople´gies. Ces mutations sont A89D, L98P, D104G, A114P et V289M
dans hAAC1 [Deschauer et al., 2005, Kaukonen et al., 2000, Komaki et al., 2002,
Napoli et al., 2001, Siciliano et al., 2003]. L’e´tude de ces mutations chez la le-
vure montre une incapacite´ des prote´ines mutantes a` restaurer la croissance de
souches de´pourvues de scAAC2 [De Marcos Lousa et al., 2002, Fontanesi et al.,
2004]. La position des re´sidus correspondants dans la structure du complexe
bAAC1-CATR ne permet pas d’expliquer simplement l’origine de leur pathoge´-
nie.
La forte expression de hAAC3 dans les cellules tumorales a e´te´ propose´e
comme propice au maintien d’un potentiel membranaire malgre´ l’activite´ surtout
glycolytique de ce type de cellules [Chevrollier et al., 2005].
1.3.2 Aspects structuraux
La structure du complexe bAAC1-CATR [Pebay-Peyroula et al., 2003], obte-
nue au laboratoire en 2003 en collaboration avec l’e´quipe de Ge´rard Brandolin,
est de´crite brie`vement ici (figure 1.8). Plusieurs revues de´taillent ses caracte´ris-
tiques [Pebay-Peyroula et Brandolin, 2004, Nury et al., 2006]. Certains aspects
en sont e´galement aborde´s a` partir de la page 87 – notamment les lipides struc-
turaux dont l’identification et la position ont e´te´ ame´liore´es graˆce a` une nouvelle
forme cristalline pre´sente´e dans ce manuscrit.
La prote´ine est forme´e de six he´lices transmembranaires, toutes incline´es
par rapport a` la normale a` la membrane, et coude´es pour les he´lices impaires
au niveau de re´sidus prolines de la se´quence signature. Ces he´lices de´finissent
grossie`rement un cylindre plein du coˆte´ matriciel et e´vide´ d’une cavite´ tronc-
conique profonde (d’environ 20 A˚ de diame`tre et 30 A˚ de profondeur) du coˆte´ de
l’espace intermembranaire. De courtes boucles relient les he´lices dans l’espace
intermembranaire, alors que les boucles matricielles, plus longues, comportent
des segments en he´lices α.
La triplication est fortement refle´te´e par la structure, les chaˆınes principales
des sous-parties se superposent avec des RMSD d’environ 2 A˚ et s’organisent
autour d’un axe de pseudo-syme´trie d’ordre trois.
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Des densite´s adjacentes dans le mode`le mole´culaire e´lectronique correspondent
d’une part a` des mole´cules de lipides ou de de´tergent accole´es a` la surface la-
te´rale de la prote´ine, d’autre part a` l’inhibiteur CATR, fortement lie´ dans la
cavite´ (voir a` ce propos la figure 5 de Pebay-Peyroula et al. [2003]).
Outre une connaissance factuelle pre´cieuse, l’analyse de la structure permet
d’e´tablir deux grandes hypothe`ses quant au fonctionnement de la prote´ine.
D’abord la cavite´ s’organise pour attirer, se´lectionner et lier les substrats.
Un ensemble de zones de re´sidus expose´s basiques ainsi qu’une e´chelle de trois
tyrosines que poursuit une phe´nylalanine permettrait la progression de l’ADP
vers le fond de la cavite´. Un filtre compose´ des re´sidus conserve´s K22, R79, Y186
et R279 assurerait la se´lectivite´ au niveau de l’e´troiture de la cavite´.
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Fig. 1.8 – La structure cristallographique du complexe bAAC1-CATR. Vue
ge´ne´rale du complexe dans le plan de la membrane (b), depuis l’espace intermembra-
naire (a) et la matrice (c). Topologie (d) et emplacement de la se´quence signature
dans les trois domaines homologues (e). Le panneau (f) repre´sente les acides amine´s
de la signature MCF qui assurent la fermeture des he´lices impaires. Une vue en coupe
(g) et de´plie´e (h) de la cavite´ permet de visualiser les zones de re´sidus positifs ainsi
que l’e´chelle de tyrosines qui y sont expose´es.
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Ensuite, les he´lices impaires forment entre elles un re´seau de ponts salins
maintenant une conformation ferme´e et empeˆchant le passage des substrats.
Ces ponts salins font intervenir les re´sidus acides et basiques de la signature de
la famille MCF, dont l’appariement est possible graˆce aux coudes des he´lices
impaires. Ces coudes sont favorise´s par les prolines de cette meˆme signature.
La perturbation de ces ponts par la liaison du substrat pourrait permettre un
mouvement des he´lices autour des charnie`res prolines, concomittant au passage
du me´tabolite.
Les six re´sidus RRRMMM place´s dans le troisie`me motif sont la se´quence
signature des transporteurs d’ADP et d’ATP. La figure 1.9 montre leur empla-
cement dans la structure.
Fig. 1.9 – Position de la se´quence signature des transporteurs d’ADP et
d’ATP. A droite une vue ge´ne´rale de la prote´ine dans le plan de la membrane (meˆme
orientation que 1.8.b), les he´lices H1 et H2 sont en partie cache´es pour permettre
de voir la re´gion de la signature. Les re´sidus RRR sont en baˆtons et volume rouges,
les re´sidus MMM en jaune. A gauche la zone de la se´quence signature est agrandie et
les principales interactions avec les re´sidus voisins sont indique´es. Le code couleur est




1.4 Apoptose et mitochondrie
1.4.1 La mort cellulaire programme´e
Les cellules d’un organisme pluricellulaire vivent et meurent. Suivant le type
d’e´ve´nements a` l’origine de la mort cellulaire, la morphologie associe´e3 et le
me´canisme mole´culaire qui la sous-tend, on peut distinguer plusieurs types de
mort. L’autophagie ou l’oncose en sont deux exemples, mais les deux types les
plus courants sont la ne´crose et l’apoptose. L’apoptose est une mort cellulaire
ge´ne´tiquement programme´e et controˆle´e, on parle souvent a` son propos de sui-
cide cellulaire pour l’opposer a` la ne´crose, mort cellulaire passive a` la suite d’une
rupture de l’inte´grite´ membranaire. Ne´anmoins ne´crose et apoptose existent sous
de multiples formes, et un continuum de mort cellulaire relie en fait ces deux
processus.











Fig. 1.10 – De´clenchement de l’apoptose. La perme´abilisation de la mitochon-
drie permet le relargage dans le cytosol des prote´ines apoptoge`nes : le cytochrome
C, l’AIF (acronyme de Apoptosis Inducing Factor), l’endonucle´ase G, HtrA2/Omi,
Smac/Diablo et les procaspases 2, 3, 7 et 9. HtrA2/Omi et Smac/Diablo permettent
l’inhibition de prote´ines IAP, constitutivement exprime´es, qui bloquent les caspases.
Le cytochrome C participe a` l’activation de la caspase-9 au sein du complexe pro-
te´ique appele´ apoptosome. Celle-ci conduit a` l’activation des caspases exe´cutrices. En
paralle`le peut se produire un me´canisme d’activation de l’apoptose inde´pendant des
caspases qui cause la de´gradation de l’ADN nucle´aire. Le passage de la voie intrin-
se`que a` la voie extrinse`que peut se faire graˆce a` la prote´ine Bid/tBid qui provoque la
perme´abilisation.
3Le noyau des cellules apoptotiques pre´sente notamment une condensation de la chromatine
et une fragmentation de l’ADN en segments de deux cents paires de bases environ.
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L’apoptose est ge´ne´ralement de´coupe´e en trois phases : une phase d’initia-
tion au cours de laquelle les stimuli apoptotiques sont rec¸us par la cellule ; une
phase de de´cision qui conduit les centres inte´grateurs de ces stimuli a` rentrer ou
non dans la phase de de´gradation qui aboutit a` la destruction des composants
cellulaires.
A ces trois phases s’adjoignent deux voies de de´clenchement : la voie extrin-
se`que et la voie intrinse`que (figure 1.10). C’est cette dernie`re qui nous inte´resse
car elle fait intervenir la mitochondrie. En re´ponse a` une large varie´te´ de sti-
muli, la mitochondrie va se perme´abiliser et libe´rer dans le cytosol des prote´ines
apoptoge`nes. Cette libe´ration signale l’entre´e dans la phase de de´gradation.
1.4.2 Quelle perme´abilisation et comment advient-elle ?
Le gonflement des mitochondries isole´es dans un milieu comportant des ions
calcium est rapporte´ depuis les premiers travaux sur l’organite. Ce gonflement
s’accompagne d’une chute du potentiel de membrane et conduit a` la libe´ration
de prote´ines matricielles. La liaison entre cette transition de perme´abilite´ et
l’apoptose est, par contre, plus re´cente.
Il existe diffe´rents mode`les mais pas de consensus quant a` la manie`re dont
advient la perme´abilisation mitochondriale. Le premier s’appuie sur les proprie´-
te´s d’insertion dans les membranes des oligome`res de prote´ines de la famille
Bcl-2 ; le second de´crit l’ouverture d’un pore prote´olipidique graˆce a` Bax ou
tBid ; le troisie`me fait intervenir les prote´ines de fusion et de fission de la mi-
tochondrie ; enfin le quatrie`me comporte comme e´le´ment central un complexe
multi-prote´ique appele´ pore de transition de perme´abilite´ (PTP) (caracte´risa-
tion par e´lectrophysiologie : voir Bernardi et Petronilli [1996]). Il se diffe´rencie
des autres mode`les par la perme´abilisation concomittante des deux enveloppes
mitochondriales.
La composition mole´culaire du PTP Un grand nombre de prote´ines ont
e´te´ de´crites comme intervenant dans le PTP a` proprement parler, ou dans sa
re´gulation (voir le tableau 1.2). L’accumulation de donne´es contradictoires doit
conduire a` une grande prudence lorsqu’il s’agit de nommer les entite´s mole´cu-
laires qui composent ce pore.
Implication de l’AAC C’est a` la fois la capacite´ de l’AAC a` former un pore
en pre´sence d’ions calcium, et la modulation du PTP par les inhibiteurs de
l’AAC qui ont conduit a` impliquer cette prote´ine, parfois avec un roˆle central,
dans la perme´abilisation mitochondriale.
Ne´anmoins le cadre de cette implication demeure flou. Des interactions phy-
siques et fonctionnelles entre l’AAC et Bax [Marzo et al., 1998], la cyclophiline
D, Vpr [Jacotot et al., 2001], etc... sont de´crites. Pourtant l’AAC seule peut
former un pore sensible au BA mais pas au CATR [Brustovetsky et al., 2002]
caracte´rise´ en e´lectrophysiologie. De plus la transition de perme´abilite´ peut in-
tervenir en absence d’AAC [Kokoszka et al., 2004] chez des souris transge´niques.
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Prote´ine Localisation Re´f. pour Re´f. contre
AAC IM [Haworth et Hunter, 2000] [Kokoszka et al., 2004]
[Halestrap et Brennerb, 2003]
VDAC Porine mitochondriale OM [Le-Quoc et Le-Quoc, 1985] [Krauskopf et al., 2006]
CycloD Cyclophiline D M [Schinzel et al., 2005] [Basso et al., 2005]
PBR Re´cepteur pe´riphe´rique au
benzodiaze´pane
OM [Azarashvili et al., 2006]
CK Cre´atine Kinase IM [Dolder et al., 2003]
HK Hexokinase C [Azoulay-Zohar et al., 2004]
Tab. 1.2 – Les prote´ines potentiellement implique´es dans le PTP. Abre´via-
tions : IM membrane interne, OM membrane externe, M matrice, C cytosol et IMS
espace intermembranaire. Les prote´ines en italique seraient des re´gulateurs du PTP et
ne participeraient pas au pore.
Nous avons utilise´ deux partenaires potentiels de l’AAC (la cyclophiline D et
Vpr) au sein d’un hypothe´tique pore mitochondrial a` des fins de purification.
Ces travaux font l’objet du chapitre trois et les diffe´rentes interactions entre





Une abondante litte´rature pre´sente des arguments en faveur d’une organi-
sation dime´rique du transporteur d’ADP et d’ATP, et meˆme de l’ensemble des
transporteurs mitochondriaux. « Trente anne´es de biochimie » convergent dans
cette direction.
Pourtant, l’assemblage oligome´rique de l’AAC et des autres membres de la
famille continue d’eˆtre l’objet d’un de´bat scientifique, ravive´ par les informations
structurales disponibles depuis 2003. En effet, la structure du complexe bAAC1-
CATR ne permet ni de valider, ni d’infirmer l’existence d’un dime`re fonctionnel.
Elle n’est pas incompatible avec une unite´ de transport monome´rique.
Nous montrons que ce complexe est monome´rique lors des e´tapes finales de
sa purification, et de´crivons les interfaces acceptables entre prote´ines dans les
cristaux qui impliquent des cardiolipides. L’oligome´rie in vivo demeure inconnue.
2.1 Un tour d’horizon de la litte´rature
2.1.1 Pourquoi certaines prote´ines s’organisent-elles en oli-
gome`res ?
De tre`s nombreux processus biologiques se rapportent in fine a` des interac-
tions. Celle d’une enzyme et d’un substrat, celle d’un re´cepteur avec son ligand,
mais e´galement des interactions entre prote´ines, par exemple dans les voies de
signalisation. Les projets actuels de cartographie des interactions prote´iques a`
l’e´chelle d’une cellule [Rual et al., 2005], limite´s principalement aux prote´ines so-
lubles, refle`tent l’inte´reˆt de la communaute´ scientifique a` de´crire et comprendre
ces phe´nome`nes. « L’interactomique » est un ne´ologisme plus re´cent que ses
grands fre`res « ge´nomique » et « prote´omique », signe peut-eˆtre de la difficulte´
de mise en e´vidence expe´rimentale1 des interactions prote´ine–prote´ine.
1Non pas tellement que les complexes multi-prote´iques soient difficiles a` identifier, mais
plutoˆt qu’il est difficile de s’assurer de leur re´alite´ in vivo : difficile de discriminer les faux
positifs des re´sultats pertinents.
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Celles-ci ne reposent pas sur de solides liaisons covalentes, mais sur l’en-
semble des liaisons faibles qui peuvent unir deux chaˆınes polypeptidiques : liai-
sons hydroge`nes, ponts salins, interactions de van der Waals ou hydrophobes.
Alors qu’il faut apporter 436 kJ pour briser la liaison covalente de la mole´cule
de dihydroge`ne, vingt fois moins d’e´nergie suffisent pour rompre une liaison hy-
droge`ne. On comprend alors qu’il soit malaise´ de mettre en e´vidence l’existence
d’un oligome`re. A l’inverse, il est e´galement facile de de´crire une interaction qui
n’existe que dans des conditions expe´rimentales particulie`res, et dont la re´alite´
in vivo est sujette a` caution. Ce sera en partie l’objet du chapitre quatre qui
de´crit les expe´riences utilisant l’interaction de l’AAC avec la cyclophiline D ou
Vpr.
Il convient aussi de garder a` l’esprit la diffe´rence entre les complexes pro-
te´iques robustes –en ge´ne´ral bien caracte´rise´s ou caracte´risables–, comme par
exemple le ribosome, et les cas plus flous d’interactions transitoires et/ou non
indispensables.
Nous nous inte´ressons ici a` l’e´tat oligome´rique du transporteur d’ADP et
d’ATP, plus pre´cisement a` son existence comme dime`re ou comme monome`re.
La question de l’oligome´rie ne peut eˆtre dissocie´e de celle du me´canisme de
transport. Si le dime`re existe, a-t-on passage d’un ATP dans un monome`re
pendant que l’autre fraye un chemin a` l’ADP ? Comment les deux monome`res
coordonnent-ils leurs actions ?
Il est inte´ressant de placer notre proble`me dans son contexte. On peut donc
donner quelques exemples de prote´ines membranaires organise´es en oligome`res,
et rapporter les de´bats contradictoires qui les concernent.
La dime´risation des GPCR : un roˆle fonctionnel Les GPCR (acronyme
de G–protein coupled receptors) forment une famille nombreuse de prote´ines
implique´es dans la transmission du signal, d’une grande importance the´rapeu-
tique. Bien que les stimuli activateurs des GPCR soient divers, toutes partagent
une topologie a` sept he´lices transmembranaires et un me´canisme commun de
transmission du signal via la liaison avec un he´te´rotrime`re de GTPases.
L’unique mode`le atomique d’une structure de GPCR est celui de la rhodop-
sine bovine (code PDB : 1u19). Cette prote´ine abondante des membranes de
disques de cellules re´tinales s’organise en range´es denses de dime`res dans les
membranes natives observe´es par microscopie a` force atomique [Fotiadis et al.,
2003] ou microscopie e´lectronique [Suda et al., 2004].
L’homo- et l’he´te´ro-dime´risation de diverses GPCR a re´cemment e´te´ l’ob-
jet de nombreuses recherches. Des expe´riences remettent en question un mo-
de`le monome´rique de fonctionnement, de´fendu par des expe´riences d’isotropie
d’orientation (vue avec la diffraction de neutrons) ou par la mesure de vitesses de
diffusion. Parmi ces travaux, citons par exemple ceux sur l’he´te´ro-dime´risation
du re´cepteur de GABAB [Marshall et al., 1999, Galvez et al., 2001].
Il est inte´ressant de noter que les expe´riences portant sur l’oligome´rie des
GPCR font appel a` des techniques en partie diffe´rentes de celles utilise´es pour
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l’e´tude de la famille MCF, comme par exemple le transfert de fluorescence ou
la microscopie a` force atomique. La transactivation est un autre exemple de
technique spe´cifique : il s’agit d’une expe´rience au cours de laquelle un dime`re
forme´ d’une unite´ incapable de recevoir le stimulus et d’une unite´ incapable de
transmettre le signal se montre fonctionnel.
Le dime`re de SecYEG : une plate-forme pour la liaison de SecA ?
Les prote´ines membranaires SecY, SecE et SecG forment une des machineries
d’export bacte´riennes. Cet he´te´rotrime`re [Yahr et Wickner, 2000] transporte des
chaˆınes polypeptidiques non replie´es portant une se´quence signal a` travers la
membrane ; son fonctionnement de´pend du potentiel membranaire. La structure
cristalline d’un homologue d’archaebacte´rie SecYEβ montre que le monome`re
peut former seul un canal de transport [Van den Berg et al., 2004]. Ne´anmoins,
la cryomicroscopie [Breyton et al., 2002], les e´tudes de pontage [Tam et al.,
2005], le FRET [Mori et al., 2003] montrent une organisation dime´rique du
complexe. La dime´risation serait ne´cessaire a` l’ouverture du canal, ferme´ dans
la structure atomique. Des me´langes de monome`re et de te´trame`re sont vus en
ultracentrifugation analytique [Collinson et al., 2001] ; la cryofracture identifie
ces meˆmes espe`ces ainsi que le dime`re [Scheuring et al., 2005]. La concentration
des prote´ines, comme celle des de´tergents utilise´s pour les solubiliser, joue sur
l’e´tat oligome´rique de SecYEG.
Le roˆle fonctionnel de la dime´risation reste de´battu ; il est notamment pos-
sible qu’elle soit ne´cessaire a` l’interaction avec la prote´ine pre´sentatrice SecA,
qui conduit les pre´prote´ines du ribosome jusqu’a` la machine de translocation
SecYEG.
Les te´trame`res d’aquaporine : quatre canaux coˆte-a`-coˆte L’identifi-
cation de l’entite´ mole´culaire responsable du transport de l’eau a` travers les
membranes est plus tardive que celle du transporteur ADP-ATP. Elle intervient
en 1988 dans le groupe de Agre [Denker et al., 1988], qui de´termine dans la
foule´e l’e´tat oligome´rique de ce complexe. Les aquaporines sont organise´es en
te´trame`res, et chaque prote´ine posse`de un canal individuel. Ce te´trame`re est
notamment de´tecte´ en ultracentrifugation analytique [Smith et Agre, 1991] et
lors d’expe´riences de microscopie [Walz et al., 1994]. Dans le cas d’AqpZ de E.
coli, le te´trame`re re´siste meˆme a` 1% de SDS [Borgnia et al., 1999] ! Cependant
l’organisation te´trame´rique ne porte pas de roˆle fonctionnel.
Des complexes respiratoires tre`s multime´riques Une majorite´ des pro-
te´ines de structure connue de la membrane mitochondriale appartient a` la chaˆıne
respiratoire (voir la figure 1.2 dans le premier chapitre), et leur organisation oli-
gome´rique est fascinante.
Le complexe I par exemple (NADH coenzyme Q oxydoreductase) comprend
chez le bœuf quarante-six sous-unite´s dont sept code´es par le ge´nome mitochon-
drial, ainsi que de nombreux groupements prosthe´tiques. Meˆme dans sa version
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minimale bacte´rienne, le complexe comprend encore quatorze sous-unite´s, qui
correspondent d’ailleurs a` leurs homologues mitochondriales.
L’existence en tant qu’entite´ individuelle du complexe I est montre´ par la
possibilite´ de l’isoler en de´tergent. La formation de supercomplexes entre les
complexes I et III est actuellement l’objet d’un de´bat (pour revue voir Lenaz
et al. [2006]).
La stœchiome´trie variable des antennes de centres re´actionnels pho-
tosynthe´tiques bacte´riens L’e´tude de membranes natives par microscopie
a` force atomique (voir par exemple Bahatyrova et al. [2004], Scheuring et al.
[2004]) a permis de montrer une variabilite´ dans le nombre d’antennes LH2 as-
socie´es aux centres re´actionnels. Ces complexes photosynthe´tiques (centre re´ac-
tionnels, antennes LH1 et LH2) permettent la collecte de la lumie`re et effectuent
les premie`res e´tapes de la chaˆıne de transfert des e´lectrons. Non loin de dime`res
de centres re´actionnels entoure´s de LH1 et de PufX, les antennes LH2 s’orga-
nisent en couronnes de diame`tre variable, regroupant le plus souvent entre huit
et dix antennes pour la souche concerne´e (figure 2.1).
Il est e´galement inte´ressant de noter que ces unite´s photosynthe´tiques sont
place´es dans des zones denses ou` la concentration prote´ique est tre`s e´leve´e ; des
zones tre`s e´loigne´es de la repre´sentation par une mosa¨ıque fluide de la membrane
– et en quelque sorte de´lipide´es.
Fig. 2.1 – Assemblages de complexes photosynthe´tiques. (a) Distribution des
tailles des couronnes de LH2, et reconstruction de complexes de taille proche de 50 A˚
chez Rhodospirillum photometricum, repris de Scheuring et al. [2004]. (b) Image AFM
et reconstruction avec les mode`les atomiques d’un complexe RC-LH1-PufX (rouge) et
d’une couronne de LH2 (vert) de Rhodobacter sphaeroides, repris de Bahatyrova et al.
[2004].
Un facteur de diversite´ Le nombre de familles de prote´ines membranaires
est largement moindre que le nombre de familles de prote´ines solubles [Oberai
et al., 2006]. De plus les prote´ines solubles posse`dent fre´quemment plusieurs
domaines. C’est le cas d’environ 80% d’entre elles chez les eucaryotes. A l’inverse,
seules 33% des prote´ines membranaires de ce meˆme re`gne sont multi-domaines2
2Il est par ailleurs inte´ressant de noter que pre`s de la moitie´ de ces prote´ines membranaires
multi-domaines posse`dent plusieurs re´pe´titions de domaines identiques. Les duplications de
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[Liu et al., 2004]. On de´crit la combinaison de domaines au cours de l’e´volution
comme une strate´gie visant a` la diversite´ : a` partir de nouveaux agencements
naissent de nouvelles fonctions. Les prote´ines enchaˆsse´es dans une membrane
ont une liberte´ de mouvement restreinte : elles ne peuvent diffuser qu’au sein
de celle-ci, et leur orientation est fixe. En conse´quence, la pe´nalite´ entropique
associe´e a` la formation de complexes prote´iques non-covalents est re´duite. On
peut supposer que le me´canisme e´quivalent a` la combinaison de domaines est
chez les prote´ines membranaires la formation de complexes oligome´riques.
A travers ces exemples se dessine un panorama d’une extraordinaire va-
rie´te´ de l’organisation oligome´rique des prote´ines membranaires. Les complexes
mole´culaires peuvent eˆtre : solides ou fragiles, fondamentaux ou contingents,
transitoires, le fruit d’un assemblage minutieux, ou s’accomoder d’une stœchio-
me´trie approximative . . .
Mais revenons a` pre´sent a` notre famille d’inte´reˆt, les transporteurs mito-
chondriaux.
2.1.2 Assemblage oligome´rique des transporteurs mitochon-
driaux
On peut distinguer au moins trois types d’expe´riences sur l’e´tat oligome´rique
des transporteurs mitochondriaux. Le premier donne lieu a` la de´termination
d’une masse de particule (la diffusion de neutrons, l’ultracentrifugation ana-
lytique, mais aussi l’e´lectrophore`se native et la chromatographie d’exclusion de
taille rentrent dans cette cate´gorie). Une masse proche du double de la masse
mole´culaire donne´e par la se´quence prote´ique est alors une indication de l’exis-
tence du dime`re.
Les e´tudes de stœchiome´trie (par exemple de la liaison d’un inhibiteur,
d’un analogue de substrat, ou de l’e´change ADP contre ATP) peuvent e´gale-
ment renseigner sur l’e´tat oligome´rique et constituent le deuxie`me grand type
d’expe´riences.
Enfin, le troisie`me type donne des informations de proximite´ spatiale entre
prote´ines (par exemple les e´tudes de pontage chimique ou la construction de chi-
me`res dime´riques), e´ventuellement couple´es avec des informations fonctionnelles.
Ces deux derniers types d’expe´riences concernent a` la fois des mitochondries
isole´es, dans lesquelles les prote´ines n’ont pas quitte´ leur membrane native, et des
prote´ines solubilise´es e´ventuellement re´incorpore´es dans des syste`mes mode`les.
Les principaux re´sultats de la bibliographie sont rassemble´s dans le tableau
2.1. Ils sont ensuite partiellement discute´s dans le texte de cette section ou des
suivantes, en ce qui concerne les techniques que nous avons nous aussi utilise´es.
ge`nes sont des e´ve`nements fre´quents dans l’e´volution des prote´ines membranaires [Shimizu
et al., 2004] ; la famille MCF en est le te´moin.
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Tab. 2.1 – Expe´riences portant sur l’e´tat oligome´rique de la famille MCF. Ce
tableau est compile´ notamment a` partir des the`ses de Bertrand Arnou, Vincent Postis
et Ce´cile Dahout-Gonzalez. PiC est le transporteur de phosphate, UCP la prote´ine
de´couplante, et oxo. est l’abre´viation de oxoglutarate.
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2.1.2.1 Chime`res dime´riques
Description des re´sultats Trois groupes de recherche diffe´rents ont publie´
des re´sultats montrant qu’une chime`re dime´rique d’AAC est fonctionnelle [Ha-
tanaka et al., 1999, Tre´ze´guet et al., 2000, Huang et al., 2001]. Ces chime`res sont
issues de la fusion de deux ge`nes codant pour scAAC2 et posse`dent un court seg-
ment peptidique qui assure la continuite´ entre le C-terminus d’un transporteur
et le N-terminus du suivant. Une souche de levure de´pourvue des trois isoformes
de l’AAC retrouve la capacite´ de croissance sur un milieu non fermentescible
lorsqu’elle est comple´mente´e par une telle chime`re dime´rique. De plus, les essais
de transport, re´alise´s sur mitochondrie isole´e et en prote´oliposomes, montrent
des proprie´te´s cine´tiques similaires pour la prote´ine sauvage et les chime`res. En-
fin, des chime`res he´te´rodime´riques dont les deux composantes sont diffe´rentes
–a` cause par exemple d’une mutation– n’ont ni l’activite´ de transport de la pre-
mie`re composante, ni celle de la seconde, ni la moyenne des deux : il existerait
donc un effet coope´ratif entre les « sous-unite´s » des chime`res.
Terada Lauquin Klingenberg
Re´fe´rence [Hatanaka et al., 1999] [Tre´ze´guet et al., 2000] [Huang et al., 2001]
[Postis et al., 2005]
Souche de´pourvue AAC1, 2 AAC1, 2, 3 AAC1, 2, 3
Liaison (N)–(C)A1M (N)–GC–(C) (N)–GS–(C)
Test de la fonction croissance sur un milieu non-fermentescible
Transport mito. Transport mito. Transport mito.
Transport lipo.







Tab. 2.2 – Constructions chime´riques d’AAC. Les nume´ros des re´sidus sont ceux
de scAAC2. Les segments peptidiques qui relient C- et N-termini des « sous-unite´s »
sont donne´s pour les chime`res Wt-Wt ; il faut garder a` l’esprit que les extre´mite´s de la
chaˆıne polypeptidique n’appartiennent pas aux he´lices transmembranaires (figure 2.2).
Le tableau 2.2 re´capitule les expe´riences conduites avec des chime`res dime´-
riques d’AAC. Il peut eˆtre utile de rappeler les caracte´ristiques des mutants
fusionne´s avec la prote´ine fonctionnelle. La mutation R96H, appele´e op1, im-
plique un acide amine´ aligne´ avec R79 chez bAAC1, re´sidu basique place´ a`
mi-hauteur de la cavite´, qui appartiendrait au filtre de se´lectivite´ (deux derniers
panneaux de la figure 1.8 a` la page 17). La souche mutante n’est pas viable et la
prote´ine portant R96H a une activite´ de transport faible. Les mutants R204L et
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R294L concernent des arginines correspondant a` R187 (seconde surface basique
de la cavite´) et R279 (filtre de se´lectivite´). Les souches mutantes ne sont pas
viables et la prote´ine portant R204L a une activite´ de transport nulle.
Que nous apprennent ces chime`res sur l’e´tat oligome´rique du trans-
porteur ? Le fait que la fusion conserve la fonction de la prote´ine n’est pas
une preuve de l’existence du dime`re en soi : rien n’interdit la possibilite´ que
les deux « sous-unite´s » fonctionnent coˆte a` coˆte comme monome`res. Les argu-
ments qui concernent les quantite´s de prote´ines, semblables pour des activite´s
comparables, entre la prote´ine sauvage et une chime`re [Tre´ze´guet et al., 2000]
[Huang et al., 2001] ne sont valables que si l’ensemble des transporteurs d’ADP
et d’ATP sont actifs simultane´ment. Si seule une fraction de la prote´ine participe
au transport, alors on ne peut pas corre´ler activite´ et quantite´ de prote´ine.
La coope´rativite´ entre « sous-unite´s » est particulie`rement difficile a` interpre´-
ter. Ainsi une chime`re Wt-R96H ne se comporte pas comme la prote´ine sauvage,
alors que c’est le cas d’une chime`re Wt-PiC. Les explications des auteurs ne per-
mettent pas de de´crire sans ambigu¨ıte´ le comportement de ces chime`res dans
le cadre d’un mode`le dime´rique. Gardons donc a` l’esprit qu’une « sous-unite´ »









Fig. 2.2 – Longueur du segment non structure´ pour les chime`res dime´-
riques. De`s que la longueur l du segment non-structure´ –environ 100 A˚ ; on a une
ide´e avec l’alignement de se´quences entre bAAC1 et scAAC2– de´passe le rayon r de
la prote´ine vue comme un cylindre (environ 20 A˚), alors il n’est plus possible ni de
de´finir, ni d’exclure une zone late´rale comme zone d’interaction.
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Proximite´ spatiale entre « sous-unite´s » A l’aide du mode`le cristallogra-
phique de bAAC1 et d’alignements de se´quences entre la prote´ine bovine et
de levure, on peut comparer la longueur du segment peptidique sans structure
secondaire de´finie, qui relie la fin de l’he´lice H6 de la premie`re « sous-unite´ »
et le de´but de l’he´lice H1 de la seconde, au rayon du monome`re. Suivant les
constructions, ce segment comprend entre 34 et 41 re´sidus [Postis et al., 2005].
La distance moyenne entre deux Cα conse´cutifs est de 3,5 A˚ pour un peptide non
structure´. Comme l’illustre le sche´ma de la figure 2.2, ce segment non structure´
est trop long pour permettre de conclure quant a` la proximite´ entre telle et telle
he´lice dans un mode`le dime´rique.
2.1.2.2 Pontage chimique
Pontage du transporteur d’ADP et d’ATP Des expe´riences de formation
de ponts inter-mole´culaires, par l’interme´diaire d’une liaison disulfure impli-
quant un cuivre phe´nantroline [Majima et al., 1995] ou via des agents pontants
dimale´imides rigides de longueurs diverses, re´actifs vis a` vis des groupements
thiols [Hashimoto et al., 1999], ont e´te´ re´alise´s dans le groupe de Terada. Ces ex-
pe´riences montrent la possibilite´ de pontage intermole´culaire uniquement entre
deux cyste´ines 56 de bAAC13, dans la seule conformation inhibe´e par le BA, et
avec une longueur pre´fe´rentielle de 12 A˚.
L’absence de formation de ponts impliquant les autres cyste´ines indique que
celles-ci sont :
– soit trop e´loigne´es lorsque deux particules sont proches ou en contact,
– soit non accessibles au solvant, car prote´ge´es par la membrane (les agents
pontants utilise´s ne pe´ne`trent pas dans la membrane) ou enfouies dans la
prote´ine.
Dans le mode`le atomique de bAAC1-CATR, la chaˆıne late´rale de la cys-
te´ine 56 pointe vers l’inte´rieur de la prote´ine, elle est en interaction avec la
tyrosine 50. Son exposition au solvant est presque nulle, en accord avec l’impos-
sibilite´ de pontage en pre´sence de CATR.
Les auteurs concluent que la boucle matricielle M1 qui contient C56 a un
comportement diffe´rent de celui des deux boucles e´quivalentes, caracte´rise´ par
un mouvement ample lors du transport.
Efficacite´ du pontage Il y a peu d’indications concernant l’efficacite´ du pon-
tage dans les publications. Il est e´crit que 100 µM d’agent pontant permettent
d’observer une diminution de moitie´ de la quantite´ de monome`re sur un gel
d’e´lectrophore`se en conditions de´naturantes. Cependant, la concentration pro-
te´ique n’est pas clairement donne´e. On peut en avoir une ide´e grossie`re via la
concentration des prote´ines totales des mitochondries (20 mg/mL d’apre`s [Ma-
jima et al., 1993]), sachant que bAAC1 repre´sente environ 15% des prote´ines
mitochondriales. Avec cette approximation, on a seulement un exce`s 2 :1 mo-
laire d’agent pontant par rapport a` la prote´ine.
3Rappelons que bAAC1 contient quatre cyste´ines : C56, C159, C256 qui sont relie´es par la
pseudo-syme´trie interne d’ordre trois, et C128 qui est au milieu de l’he´lice H3.
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Pontage d’autres transporteurs D’autres expe´riences de pontage chimique
ont eu lieu pour les transporteurs de phosphate [Hu¨ther et Kadenbach, 1984],
d’oxoglutarate [Bisaccia et al., 1996], et pour la prote´ine de´couplante [Klingen-
berg et Appel, 1989].
L’ajout d’un cuivre phe´nantroline dans une solution micellaire, ou dans un
syste`me de prote´oliposomes du transporteur de phosphate, inhibe le transport
uniquement dans le premier cas. Cette donne´e est difficile a` interpre´ter en terme
d’e´tat oligome´rique. L’interpre´tation simpliste consiste a` dire que les groupes
thiols du transporteur de phosphate sont proches en micelles et e´loigne´s ou non
accessibles en prote´oliposomes.
Le meˆme agent pontant peut permettre la formation de ponts intermole´cu-
laires entre UCP. L’efficacite´ du pontage est supe´rieure sur mitochondrie isole´e
que sur la prote´ine purifie´e en Triton X100. Seule la cyste´ine la plus proche du
C-ter, expose´e dans l’espace intermembranaire, est implique´e dans la formation
des ponts, comme le montre l’e´tude de la prote´ine de´pourvue des onze re´sidus
C-terminaux.
L’e´tude du transporteur d’oxoglutarate a` l’aide de compose´s male´imides fluo-
rescents indique l’existence d’un pont disulfure naturel entre les cyste´ines 221
et 224 place´e sur l’he´lice H5. Le travail n’apporte pas d’indication quant au
caracte`re intermole´culaire de ce pont.
2.1.2.3 Electrophore`se native
Les techniques d’e´lectrophore`ses dites natives s’opposent a` celles tre`s cou-
rantes qui ont lieu en conditions de´naturantes. Les e´chantillons destine´s a` une
e´lectrophore`se de´naturante sont mis en pre´sence de SDS, un de´tergent charge´ qui
permet de se´parer les complexes prote´iques en leurs composants individuels, et
confe`re une densite´ de charge homoge`ne a` toutes les prote´ines. Les e´chantillons
sont parfois chauffe´s afin d’acce´le´rer ou de permettre une plus grande de´natura-
tion des prote´ines. A l’inverse, pour une e´lectrophore`se native, les e´chantillons
sont place´s dans un milieu « doux », ce qui correspond ge´ne´ralement a` la pre´-
sence d’un de´tergent non ionique. Le but est de maintenir l’e´tat oligome´rique
des complexes au cours de l’expe´rience.
Les techniques d’e´lectrophore`se native des prote´ines membranaires sont de´li-
cates a` mettre en oeuvre. La premie`re difficulte´ est la pre´servation de l’oligome´rie
native lors de la solubilisation de la prote´ine d’inte´reˆt. Typiquement ici, la so-
lubilisation des mitochondries a lieu avec 2% de digitonine [Palmisano et al.,
1998, Capobianco et al., 2002] ou 0,16% de DDM [Dyall et al., 2003]. On peut
s’interroger sur le sens de l’oligome´rie native dans le cas de prote´ines surpro-
duites dans E. coli et renature´es par ajout de sarkosyl puis dialyse´es dans un
de´tergent doux [Kotaria et al., 1999, Schroers et al., 1998]4.
4Schroers et al. comparent la migration de la prote´ine « monome´rique » en sarkosyl, et
celle de la prote´ine « dime´rique » en C12E8, mais il est difficile d’exclure que la diffe´rence
de migration ne puisse eˆtre lie´e simplement aux diffe´rences des caracte´ristiques de ces deux
de´tergents.
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La seconde difficulte´ tient dans le protocole de l’expe´rience lui-meˆme. Dans
le laboratoire de Ge´rard Brandolin, et lors des essais –peu nombreux– que j’ai
re´alise´s, les gels obtenus ne sont pas convaincants. Une solide habitude et un
protocole bien adapte´ au syste`me semblent ne´cessaires pour re´aliser de beaux
gels natifs.
Ces re´serves e´nonce´es, on constate cependant que l’e´lectrophore`se native a
e´te´ largement employe´e pour de´terminer l’e´tat oligome´rique du transporteur
d’ADP et d’ATP [Dyall et al., 2003, Palmisano et al., 1998], de phosphate
[Schroers et al., 1998], de citrate [Kotaria et al., 1999], de tricarboxylate [Capo-
bianco et al., 2002] et d’oxoglutarate [Palmisano et al., 1998]. L’ensemble de ces
travaux, a` l’exception de celui de Kotaria et al., pre´sentent des gels compare´s,
c’est-a`-dire des gels en conditions de´naturantes qui montrent un monome`re, et
des gels en conditions natives qui montrent un dime`re. Les prote´ines d’inte´reˆts
sont mises en e´vidence spe´cifiquement, qu’il s’agisse de la liaison d’un anticorps
ou d’une mesure de radioactivite´.
Apre`s lecture de ces articles, je peux partager mon impression subjective
–et teinte´e d’arbitraire– sous forme d’une note de confiance dans les expe´riences
pre´sente´es. Dans le sens de la confiance croissante, je rangerais les re´fe´rences dans
l’ordre suivant : [Kotaria et al., 1999] < [Schroers et al., 1998] < [Capobianco
et al., 2002] < [Palmisano et al., 1998] ' [Dyall et al., 2003].
2.1.2.4 Stœchiome´trie de liaison des inhibiteurs
Dans l’article de Riccio et al. de 1975 [Riccio et al., 1975b] qui de´crit la
premie`re purification de l’AAC, les auteurs de´terminent un rapport de fixation
CATR–AAC de 17,6 µmol/g environ, confirme´ dans une publication de 1978
[Klingenberg et al., 1978]. Compte tenu de la masse mole´culaire de la prote´ine
(32,8 kDa), ce rapport est de 1,15 mole´cules de CATR par dime`re de
bAAC1.
Peut-on estimer l’erreur expe´rimentale sur ce re´sultat ? Le dosage de la pro-
te´ine est re´alise´ avec un protocole modifie´ de Lowry ; tandis que le dosage du
CATR est re´alise´ par scintillation. Les me´thodes de dosage par radioactivite´ sont
pre´cises. Il m’est par contre arrive´ de doser bAAC1 par la me´thode de Lowry et
par micro-analyse en acides amine´s apre`s hydrolyse acide conjointement. L’e´cart
entre les valeurs obtenues e´tait variable, avec un e´cart maximum de 37% (qui
va dans le sens d’un inhibiteur par monome`re : la prote´ine est sure´value´e par
le dosage Lowry. Voir a` ce propos l’annexe page 158). Si on garde cette erreur,
pas plus arbitraire qu’une autre, le rapport CATR–prote´ine se situe alors dans
l’intervalle [0,81 ; 1,5].
Dans un article d’Aquila et al. [1978], provenant toujours du groupe de Klin-
genberg, les auteurs isolent et de´crivent la prote´ine lie´e au BA. Ils montrent
notamment que la fixation du BA et du CATR sont mutuellement exclusives,
et introduisent l’ide´e des deux conformations diffe´rentes stabilise´es par les in-
hibiteurs. La quantification du BA fixe´ est rapporte´e comme de´licate, a` cause
de la tendance de ce compose´ lipophile a` se fixer non spe´cifiquement dans les
micelles de de´tergent. Ces travaux pre´figurent les grandes difficulte´s rencontre´es
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lors de la purification a` des fins structurales du complexe AAC-BA, qui achoppe
notamment sur la se´paration (et la quantification) du BA libre et lie´. On n’y
trouve pas d’e´le´ment de stœchiome´trie de type 2 :1, bien que ce soit en ge´ne´ral
cette re´fe´rence qui est cite´e pour appuyer l’assertion qu’il se fixe une mole´cule
d’inhibiteur pour deux mole´cules de prote´ines.
2.1.2.5 Stœchiome´trie du transport des nucle´otides
On de´termine la stœchiome´trie de l’e´change entre ADP et ATP graˆce a` des
dosages de nucle´otides lors de transports en syste`mes reconstitue´s. Par exemple
Brandolin et al. [1980] incorporent la prote´ine bovine purifie´e dans des liposomes
de phosphatidylethanolamine et de cardiolipides. L’inte´rieur de ces liposomes
contient 20 mM d’ATP, et on ajoute a` l’exte´rieur de l’ADP radioactif marque´
au 14C. On peut ainsi suivre, d’une part la quantite´ d’ADP transporte´e dans
les liposomes graˆce a` une mesure de scintillation, et d’autre part la quantite´
d’ATP transporte´e hors des liposomes graˆce a` une re´action avec la lucife´rase.
Les auteurs ajoutent un me´lange des deux inhibiteurs pour bloquer le transport,
afin d’obtenir des mesures a` diffe´rents temps. Ils observent un e´change d’un ADP
pour un ATP quel que soit le moment de la mesure ou l’e´tat d’inhibition partielle
de la prote´ine (figure 2.3 a` gauche). Cet e´change est strict, c’est-a`-dire qu’il n’y
a pas de sortie d’ATP sans ajout d’ADP.
Fig. 2.3 – Stœchiome´trie 1 :1 de l’e´change ADP-ATP par bAAC (a` gauche),
impossibilite´ du transport asyme´trique (a` droite). Dosage par radioactivite´
et luminescence du transport d’ADP et d’ATP en prote´oliposomes. Ces figures sont
reproduites depuis Brandolin et al. [1980].
Contrairement aux pre´ce´dentes, les expe´riences d’e´lectrophysiologie re´alise´es
par le groupe de Bamberg [Brustovetsky et Klingenberg, 1996, Broustovetsky
et al., 1997, Gropp et al., 1999] montrent la possibilite´ d’initier un e´change
avec un syste`me asyme´trique de prote´oliposomes dont l’inte´rieur est de´nue´ de
nucle´otides [Gropp et al., 1999].
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D’autres groupes ont e´tudie´ de fac¸on approfondie le transport de nucle´o-
tides en syste`me reconstitue´. Cependant les mesures effectue´es concernent a` ma
connaissance un seul des deux lots de nucle´otides, en ge´ne´ral marque´. Ainsi, que
ce soit dans les travaux de Sluse ou de Palmieri, il n’y a pas d’autres articles
que je connais qui permettent de s’assurer de la stœchiome´trie 1 :1.
2.1.2.6 Autres approches
Une expe´rience assez convaincante de « differential tagging » [Schroers et al.,
1998] teste l’activite´ du transporteur de phosphate de levure exprime´ chez
E.coli, en prote´oliposomes. Cette activite´ est normale pour une prote´ine iden-
tifie´e comme dime´rique graˆce a` une strate´gie utilisant des e´tiquettes multiples
avant reconstitution mais elle est nulle pour des dime`res dont l’une des deux
« sous-unite´s » n’est pas fonctionnelle. De plus, lors de la reconstitution de mo-
nome`res, l’activite´ de transport est faible tant qu’on n’atteint pas une concen-
tration critique, significative de la ne´cessite´ fonctionnelle de la dime´risation pour
les auteurs. La figure 2.4 correpondante est reproduite ci-dessous.
Dans l’article qui e´tablit la stœchiome´trie 1 :1 de l’e´change ADP-ATP [Bran-
dolin et al., 1980] se trouvent e´galement des expe´riences de microscopie e´lec-
tronique apre`s cryofracture. Ces expe´riences montrent des liposomes dont une
petite portion contient un ou plusieurs complexes prote´iques. Il n’est pas pos-
sible de diffe´rencier un dime`re d’un monome`re a` partir de ces images (Ge´rard
Brandolin, communication personnelle). Les auteurs observent en outre une dis-
tribution diffe´rentielle des particules dans les fractures concaves et convexes en
fonction de l’inhibiteur ajoute´ aux pre´parations, ce qui laisse a` penser que les
deux conformations inhibe´es ne sont pas inse´re´es de manie`re e´quivalente dans
la membrane. La conformation BA posse´derait une plus grande zone expose´e a`
la matrice que la conformation CATR.
2.1.2.7 Te´trame`res et autres complexes complique´s
Des e´tats oligome´riques plus complexes ont e´te´ suppose´s ou de´crits pour
le transporteur d’ADP et d’ATP. Ainsi le nombre de sites de fixation des nu-
cle´otides pourrait correspondre a` une organisation te´trame´rique. D’autre part,
des complexes he´te´roge`nes lie´s a` la fonction respiratoire (l’ATP synthasome de
Chen et al. [2004]) ou apoptotique (le pore mitochondrial de perme´abilite´ de
Ferri et al. [2000]) ont e´te´ imagine´s. La composition mole´culaire exacte de tels
complexes, s’ils existent, n’est pas connue.
2.1.3 De´finition d’une interface d’interaction
Nous avons e´voque´ les expe´riences de la litte´rature qui donnent acce`s a` des
informations de proximite´ entre prote´ines. On peut utiliser, avec pre´caution, ce
type d’expe´riences pour tenter de de´limiter une interface d’interaction d’un mo-
nome`re avec un autre. On peut e´galement tenter d’interpre´ter certaines donne´es
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Fig. 2.4 – Dime´risation fonctionnelle du transporteur de phosphate. A
gauche un essai de transport en syste`me reconstitue´ pour du transporteur purifie´
a` partir de mitochondries (cercles) ou obtenu en corps d’inclusion et solubilise´ en
sarkosyl et C12E8 (carre´s) ou C12E8 (triangles). Les auteurs affirment que les car-
re´s correspondent a` du transporteur monome´rique pour lequel on observe un effet
de seuil (c’est seulement lorsque deux prote´ines sont pre´sentes par liposome que le
transport peut avoir lieu, ce qui correspond a` 1,25 µg de prote´ine par mg de lipide
environ), et que les triangles correspondent a` du transporteur dime´rique. A droite la
cine´tique du transport pour diffe´rentes constructions : PiC-His (cercles), he´te´rodime`re
PiC-His/PiC-FLAG (carre´s), et les he´te´rodime`res inactive´s par le NEM (deux types
de triangles). L’e´tiquettage diffe´rentiel permet de s’assurer qu’on a des dime`res, et le
traitement au NEM exclut la possibilite´ d’un monome`re fonctionnel.
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sur les prote´ines mutantes (par exemple sur les re´vertants) en termes ge´ome´-
triques ou encore raisonner sur les conse´quences ge´ome´triques des syme´tries du
syste`me.
Un e´cueil d’une telle interpre´tation ge´ome´trique provient de l’utilisation
d’une structure cristalline, par de´finition statique, pour repre´senter un syste`me
dynamique. Si deux re´sidus sont proches au sein d’une interface dime´rique in
vivo, ils ne le sont pas force´ment lorsqu’on place coˆte-a`-coˆte deux monome`res
dans la conformation stabilise´e par le CATR. L’esprit critique en e´veil, consi-
de´rons d’un peu plus pre`s ces re´sultats ayant des conse´quences ge´ome´triques,
rassemble´s sur la figure 2.5. Le but de cette figure est d’illustrer l’absence –par-
tielle ?– de convergence entre les diffe´rentes donne´es concernant la surface d’in-
teraction.
2.1.4 Conside´rations de syme´trie
L’e´change d’un ADP contre un ATP, la triplication dans la se´quence des
transporteurs MCF, sont deux exemples de re´sultats ou` la syme´trie est sous-
jacente. Cette courte section e´nonce les questions ouvertes souleve´es par la ou
les syme´tries du syste`me.
Est-il ne´cessaire que le dime`re soit syme´trique ? La syme´trie par rap-
port a` l’interface est un fait implicite pour un dime`re cristallographique ou` les
deux sous-unite´s sont images l’une de l’autre (voire page 161), c’est e´galement
un fait implicite des expe´riences de pontage des cyste´ines 56 de bAAC1 [Hashi-
moto et al., 1999]. Rien ne force pourtant une telle syme´trie, et on peut imaginer
qu’une zone d’un monome`re puisse interagir avec une autre zone du second mo-
nome`re. Dans ce dernier cas, une oligome´risation en chaˆıne pourrait avoir lieu
(le monome`re A par sa zone Ω1 interagit avec B via sa zone Ω2 ; alors la zone








Comment concilier dime´risation et syme´trie d’ordre trois ? A cause
de la pseudo-syme´trie d’ordre trois, si l’AAC pre´sente une interface de dime´risa-
tion, il posse`de e´galement deux zones « e´quivalentes », celles qui correspondent
a` l’interface via la pseudo-syme´trie interne. Une de´viation par rapport a` cette
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C et N-ter sont reliés
dans les chimères dimériques
de ssAAC2A18 > C28 chez PiC,
impliqué dans un pont
intermoléculaire
C304 chez l'UCP,
impliqué dans un pont
intermoléculaire
C56 chez bAAC1,
impliqué dans des ponts intermoléculaires,
en présence de BA
D195 > E192 chez Pic,
révertant de S158
T161 > S158 chez PiC,
mutant non viable, révertant E192
R187 > Q182 du transporteur de citrate
en contact avec E122 d'un autre monomère
T125 > E122 du transporteur de citrate
en contact avec Q182 d'un autre monomère
C et N-ter sont reliés dans
les chimères dimériques
de ssAAC2
Fig. 2.5 – Ou` pourrait se trouver l’interface de dime´risation ? Au centre
est montre´e la structure cristallographique du complexe bAAC1-CATR vue depuis
l’espace intermembranaire, entoure´e des trois cardiolipides visibles dans les cristaux
de forme centre´e. La position des lipides et des mole´cules de de´tergent dans les cristaux
de forme primitive est indique´e par des arcs de cercle. La position de certains re´sidus
(ou du re´sidu correspondant s’il s’agit de donne´es concernant un autre transporteur
MCF) implique´s dans des contacts entre monome`res est note´e en jaune. Enfin les
interfaces vues dans la nouvelle forme cristalline sont grossie`rement de´limite´es en bleu.
Les donne´es pour le tansporteur de phosphate sont celle de ; celles pour le transporteur
de citrate de
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pseudo-syme´trie est alors ne´cessaire permettre a` la seconde sous-unite´ de discri-







Fig. 2.6 – Dime´risation et pseudo-syme´trie d’ordre trois. Le monome`re central
A posse`de une interface de dime´risation 1, et deux zones e´quivalentes 2 et 3 a` cause de
la pseudo-syme´trie. Pour empeˆcher des appariements de type A-C, il faut que la zone
1 soit suffisemment diffe´rente des zones 2 et 3.
L’analyse de la surface de la prote´ine peut ici apporter des e´le´ments de re´-
ponse. En effet on imagine intuitivement que les proprie´te´s e´lectrostatiques ou
de conservation d’une e´ventuelle zone d’interface la diffe´rencie du reste de la
surface prote´ique, sans que ces diffe´rences nous permettent force´ment de l’iden-
tifier.
Syme´trie par rapport au plan me´dian de la membrane Le transport est
dirige´ par le gradient de potentiel transmembranaire. En l’absence de gradient
le transport a lieu indiffe´remment dans les deux sens. Le transport est donc
syme´trique par rapport au plan me´dian de la membrane. Cela indique qu’il
convient de prendre toutes ces conside´rations de syme´trie avec un fort esprit
critique. En effet cette syme´trie fonctionnelle du transport ne se refle`te pas du
tout au niveau structural : la partie matricielle de la prote´ine est bien diffe´rente
de sa partie qui fait face a` l’espace inter-membranaire, dans la conformation
inhibe´e par le CATR.
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2.2 Analyse de l’e´tat oligome´rique par ultracen-
trifugation analytique
L’ultracentrifugation analytique est une me´thode de choix pour l’analyse
des complexes membranaires en solution. Elle permet en effet d’en de´terminer
le rayon hydrodynamique et la masse, ainsi que la quantite´ de de´tergent et de
lipides associe´s a` la prote´ine.
Les expe´riences d’ultracentrifugation analytiques ont e´te´ mene´es en collabo-
ration avec Christine Ebel (LBM, IBS). C’est elle qui a place´ les e´chantillons
dans la centrifugeuse puis analyse´ les donne´es. J’ai ne´anmoins suivi et participe´
a` cette analyse.
2.2.1 Principe et me´thodes
2.2.1.1 Principe
Dans une cellule place´e dans une centrifugeuse, on suit l’e´volution de deux
parame`tres biophysiques fonction de (r, t) 5 : l’absorbance a` 280 nm, et un signal
d’interfe´rence relatif a` la variation d’indice du milieu. Ces parame`tres refle`tent
les variations de concentration, uniquement de la prote´ine pour l’absorbance, et
de toutes les espe`ces en solution pour le signal d’interfe´rence. Ils permettent,
graˆce a` la re´solution de l’e´quation de transport, d’obtenir les coefficients de
se´dimentation et de diffusion de la particule. Ce sont ces coefficients qui sont
fonction de la masse, de la composition, du rayon et de la forme des particules.
2.2.1.2 Protocole expe´rimental – parame`tres utilise´s
Les expe´riences sont re´alise´es dans une centrifugeuse Beckmann XLI, a` une
vitesse de rotation de 42000 tpm, avec des cellules doubles de 12 mm de trajet
optique. Des enregistrements de l’absorbance a` 280 nm et du signal d’interfe´-
rence ont lieu toutes les 6 minutes tout au long des expe´riences d’une dure´e
typique de 12 heures. Les mesures sont faites a` 10◦C (e´chantillons de Lapao
et de prote´ine) ou 20◦C (me´lange lipides-Lapao). Les donne´es sont analyse´es
a` l’aide des logiciels de´veloppe´s par Peter Schulk, Sedfit et Sedfat6, ce dernier
programme permettant l’analyse simultane´e de plusieurs expe´riences. Les autres
parame`tres ne´cessaires au traitement sont obtenus expe´rimentalement (mesure
des densite´s et des viscosite´s avec les appareils Anton-Paar DMA500 et AMVn)
ou par le calcul (Sednterp pour le calcul de volumes partiels spe´cifiques). La
liste de ces parame`tres est regroupe´ dans le tableau 2.3.
5r est la distance a` l’axe de rotation et t le temps.
6Mode´lisation a` une espe`ce sans interactions interparticulaires. Les e´chantillons de com-
plexe prote´ique en tampon hydroge´ne´ ont e´galement e´te´ analyse´s en terme de distribution
c(s).
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Parame`tre Symbole Unite´ courante Unite´ [SI]
viscosite´ η centipoise cp 10−4 Pa ·m
masse volumique ρ g/mL 10−3 kg ·m−3
rayon hydrodynamique RH Angstro¨m A˚ 10−10 m
masse particulaire M Da 103 kg ·mol−1
masse flottante MB Da 103 kg ·mol−1
coefficient de se´dimentation s Svedberg S 10−13 s
coefficient de diffusion D Ficks F 10−11m2 · s−1
volume partiel spe´cifique v¯ mL/g 103 m3 · kg−1
concentration c mg/mL kg ·m−3
distance a` l’axe r mm 10−3 m
temps t s s
nombre de frange J sans d’unite´
absorbance a` 280 nm A280 unite´ arbitraire
nombre d’Avogadro Na sans d’unite´
tempe´rature T Kelvin K K
constante des gaz parfaits R
fraction massique lie´e B g/g sans d’unite´
vitesse angulaire de rotation w rad · s−1 rad · s−1
Tab. 2.3 – Les principaux parame`tres physiques utilise´s en centrifugation
analytique. Les expressions mathe´matiques qui relient ces parame`tres sont pre´sente´es
dans le paragraphe 2.2.1.4. Ces parame`tres sont indice´s dans le texte par l’initiale de
l’espe`ce a` laquelle ils se rapportent, par exemple v¯d pour le de´tergent, v¯p pour la
prote´ine et v¯d+l pour le me´lange Lapao-lipides. Les valeurs de certains parame`tres
sont fixe´es : ηH2O = 1, 303 cp ; ηH2O = 1, 303 cp ; ρH2O = 1, 001 g/mL ; ρD2O = 1, 104
g/mL ; v¯p = 0, 741 mL/g.
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2.2.1.3 Pre´paration des e´chantillons
Les e´chantillons concerne´s sont les meˆmes que ceux qui nous serviront pour la
diffusion de neutrons aux petits angles (figure 2.7). La prote´ine est purifie´e selon
le protocole habituel par deux e´tapes de chromatographie [Dahout-Gonzalez
et al., 2003] (voir aussi l’annexe page 157, et e´ventuellement le paragraphe page
72), une moitie´ du lot n’est pas incube´e en pre´sence de Biobeads. On re´alise
e´galement pour chaque lot un e´change H2O −D2O par dialyse.
Il faut noter la pre´paration d’un lot supple´mentaire important : le me´lange
de lipides membranaires et de Lapao sans prote´ine. Ce lot n’est pas obtenu en
me´langeant des lipides purs et du de´tergent, mais a` partir d’une pre´paration
prote´ique –dont on extrait la prote´ine–, ceci afin de ressembler le plus possible
aux « vrais » e´chantillons. Il s’agit donc d’e´chantillons « a` l’identique » pour
lesquels la prote´ine purifie´e est lyophilise´e puis reprise dans un me´lange de chlo-
roforme et de me´thanol. La phase organique contenant les lipides et le de´tergent
est lyophilise´e de nouveau, tandis que la prote´ine et les sels, insolubles dans
cette phase, sont e´limine´s. Les re´sidus secs sont repris dans le tampon de la
chromatographie d’exclusion de taille, hydroge´ne´ ou deute´re´ selon les cas, de
telle sorte que les concentrations de lipides et de de´tergent soient sensiblement
les meˆmes que dans les e´chantillons prote´iques.
L’absorbance a` 208 nm de ces e´chantillons est d’environ 25% de celle des
e´chantillons prote´iques. L’origine de ce phe´nome`ne est double : il s’explique par
la pre´sence 1. de prote´ine re´siduelle, 2. d’une contaminant absorbant dans cette
gamme de longueur d’onde.
Ces e´chantillons « a` l’identique » nous servent en ultracentrifugation ana-
lytique a` de´terminer le volume partiel spe´cifique d’un me´lange lipides-Lapao ;











Echantillons utilisés et illustrés en ultracentrifugation analytique
Echantillons utilisés en diffusion de neutrons
Gammes H2O-D2O





























Solution H2O Solution D2O Solution H2O
Lapao pur
Solution D2O Solution H2O
Gammes H2O-D2O
0% 40% 60% 100%
Détermination du "matching point"
Mélange H2O-D2O à 15%
protéine frâiche
protéine 5 jours
Lapao Mélange lapao–lipides Complexe bAAC1–lapao–lipides
Fig. 2.7 – Echantillons utilise´s lors des expe´riences d’ultracentrifugation
analytique et de diffusion de neutrons. Ces e´chantillons sont pre´sente´s en meˆme
temps car nous avons utilise´ les meˆmes pour les deux types d’expe´riences afin de
pouvoir comparer les re´sultats obtenus. Les nume´ros font re´fe´rences aux figures corres-
pondantes aux e´chantillons analyse´s en AUC, analyse de´crite dans le texte. Les e´toiles
rouges indiquent les e´chantillons pre´pare´s puis soumis au flux de neutrons (voir page
61). Le terme prote´ine ”fraˆıche” indique que la purification a e´te´ re´alise´e imme´diate-
ment avant les expe´riences d’AUC et de SANS. Pour l’AAC purifie´ en pre´sence de
CATR, la conservation a` 4◦C pendant quelques jours ne devrait pas eˆtre proble´ma-
tique, et nous avons e´galement travaille´ avec un e´chantillon prote´ique purifie´ 5 jours
avant les expe´riences.
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2.2.1.4 Re´solution de l’e´quation de transport, coefficients de se´di-
mentation et de diffusion
Les observables A280 ou J (de´placement d’un nombre de franges d’interfe´-
rences) sont proportionnelles a` la concentration c du complexe membranaire,
utilise´e a` leurs places par la suite. L’enregistrement de leurs valeurs permet de










et d’acce´der aux valeurs des coefficients de se´dimentation s et de diffusion D.
Ceux-ci sont relie´s aux parame`tres particulaires du complexe par les relations









Enfin la masse flottante MB est de´finie graˆce aux proportions et aux volumes
partiels spe´cifiques de chaque composant du complexe :
MB = Mp(1− ρv¯p) +MpBd:p(1− ρv¯d) +MpBl:p(1− ρv¯l) (2.4)
Et le rayon hydrodynamique peut s’exprimer par rapport au rayon R0 de
la sphe`re compacte repre´sentant la particule, graˆce a` un facteur de forme em-











(Mv¯p +MBd:pv¯d +MBl:pv¯l) (2.6)
Les e´quations 2.4 et 2.6 peuvent se simplifier en regroupant le terme du
de´tergent et celui des lipides car leurs volumes partiels spe´cifiques sont proches
[Gohon et al., 2004]. On conside`re ainsi un parame`tre B global, pour lequel on
omettra l’indice, qui est la fraction de lipides et de de´tergent lie´e a` la prote´ine
et un volume partiel spe´cifique commun v¯d+l.
D’autre part, en tampon deute´re´, on modifie la masse de la prote´ine en
tenant compte de la fraction d’hydroge`nes e´change´s. Dans le cas du de´tergent
et des lipides, on ne fait pas cette modification dont l’effet est ne´gligeable, car
les volumes partiels spe´cifiques de ces espe`ces sont proches de 1.
7Le second terme du membre de droite rend compte de la diffusion qui a tendance a` e´galiser
la concentration dans la cellule, le premier terme indique l’effet de la se´dimentation qui tend
a` concentrer toutes les mole´cules au fond de la cellule.
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2.2.2 Les volumes partiels spe´cifiques du Lapao et du me´-
lange Lapao-lipides
Les expe´riences re´alise´es avec le de´tergent seul, ou avec le me´lange Lapao-
lipides permettent d’acce´der a` la vitesse de se´dimentation de ces espe`ces, qu’on
utilise principalement pour connaˆıtre leurs volumes partiels spe´cifiques. La va-
leur expe´rimentale que nous de´terminons est (le´ge`rement) plus faible que celle
rapporte´e par Le Maire [le Maire et al., 2000] : v¯d ' v¯d+l ' 1, 00 < v¯litt.d ' 1, 067
mL/g.
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2.2.2.1 Lapao
La concentration du Lapao est d’environ 5% massique dans l’e´chantillon.
On n’observe pas, en absorbance, de se´dimentation significative (figure 2.8)8.
En interfe´rence, on observe la flottaison faible de l’e´chantillon dans les deux




= −0, 005 ± 0, 004 S, D10◦CH2O = 5, 2 ± 0, 6 F, s10
◦C
D2O




= −6, 5 ± 0, 6 F. En plus d’un fort bruit syste´matique, de l’effet de
concentration (qui re´duit artificiellement s et D), la flottaison est faible, et il
est donc difficile de fixer la valeur de Jtot.
Une mode´lisation globale avec Sedfat donne un volume partiel spe´cifique
v¯d = 1, 002 mL/g. Par ailleurs, un mode`le de micelle sphe´rique compacte est en
accord relatif avec les donne´es expe´rimentales pour un v¯d proche de 1 (voir la
figure 2.9), c’est donc cette valeur que nous retenons pour la suite.
2.2.2.2 Me´lange de Lapao et de lipides : e´chantillons « a` l’identique »
Les mesures effectue´es dans le tampon H2O montrent, en absorbance comme
en interfe´rence, une tre`s faible flottaison (re´sultats non montre´s). Cette flottaison
est plus nette en D2O et ce sont donc ces mesures qui sont analyse´es (figure 2.10).
On observe en absorbance, pre`s du me´nisque, la` ou` les particules s’accu-
mulent, une zone de tre`s forte absorption dont la taille augmente avec le temps.
Cette zone est exclue pour l’analyse des donne´es ; l’absorbance peut eˆtre celle
du contaminant inconnu dont nous avons de´ja` note´ la pre´sence dans nos pre´-
parations prote´iques. En interfe´rence, le signal pre`s du me´nisque est moins sur-
prenant, cependant cette zone n’est pas en accord avec un mode`le a` une espe`ce.
On ne conside`re donc que la se´dimentation hors de cette zone, et dans le cadre
d’un mode`le d’une unique espe`ce ide´ale, on obtient les valeurs donne´es dans la
tableau 2.2.2.2.
On note cependant deux diffe´rences lie´es au traitement par Biobeads. La
premie`re est la diminution du nombre de franges Jtot apre`s traitement.
On peut corre´ler cette diminution a` une baisse de la concentration en Lapao
moyennant une hypothe`se forte, celle de conside´rer que le Lapao et le me´lange
Lapao-lipides ont tous deux le meˆme indice de re´fraction que le C12E8. Dans ce
cas, la baisse de concentration en Lapao serait de l’ordre de 30% (avant dernie`re
ligne du tableau pre´ce´dent). Cette valeur est acceptable, le dosage du Lapao
marque´ pendant le traitement Biobeads donne une baisse d’environ 50% ; de
plus le rapport massique Lapao-lipides est proche de 3, la diminution attendue
en concentration totale du me´lange Lapao-lipides est donc de 50% · 3/4 = 35%. . .
Plus qu’une valeur soumise a` de nombreuses approximations, gardons a` l’esprit
la diminution qualitative du nombre de franges.
La deuxie`me diffe´rence est une le´ge`re modification de la se´dimentation :
8Les courbes d’ultracentrifugation analytique sont directement des copies d’e´cran de Sedfit.
En effet ces copies sont de qualite´ suffisante pour appre´hender les donne´es. J’ai choisi de ne pas
ame´liorer l’esthe´tique de ces figures dont la re´alisation est tre`s chronophage. J’espe`re en eˆtre
excuse´. Une « vraie » figure re´capitulative est ne´anmoins propose´e a` la fin de cette section.
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Fig. 2.8 – Se´dimentation du Lapao en H2O et D2O. La concentration du La-
pao est de 5% (p/v). (a) Profils d’absorbance a` 280 nm (donne´es brutes, mode´lise´es et
re´sidus) en tampon hydroge´ne´. (b) Profils d’interfe´rence (donne´es brutes, mode´lise´es
et re´sidus) en tampon hydroge´ne´. (c) Profils d’absorbance a` 280 nm (donne´es brutes,
mode´lise´es et re´sidus) en tampon deute´re´. (d) Profils d’interfe´rence a` 280 nm (don-
ne´es brutes, mode´lise´es et re´sidus) en tampon deute´re´. La mode´lisation des profils est
inde´pendante pour chaque panneau. (a) et (b) se´dimentation de 18 heures, (c) et (d)
se´dimentation de 23 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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Fig. 2.9 – Volume partiel spe´cifique du Lapao. Les zones bleues et rouges
repre´sentent la valeur de s donne´e par l’expe´rience dans les tampons H2O et D2O
respectivement. Les courbes bleues et rouges repre´sentent les valeurs the´oriques de s
calcule´es pour une micelle sphe´rique avec un nombre d’agre´gation de 125 (source :
catalogue Anatrace) pour ces meˆmes tampons. Enfin le trait jaune donne la valeur de
v¯d issue de la litte´rature. L’expe´rience en H2O est en accord avec le calcul pour une
valeur v¯d ' 1 mL/g ; en D2O par contre, cette valeur doit eˆtre plus petite car il n’y a pas
d’intersection entre la courbe et la zone rouge. Ne´anmoins une mode´lisation globale des
deux expe´riences aboutit a` barvd ' 1, et de´forme la micelle. La meilleure interpre´tation
possible semble de dire que la courbe rouge ne repre´sente qu’un mode`le possible de
la micelle, et qu’il existe une zone l’entourant e´galement acceptable, compte-tenu des
hypothe`ses (sur le facteur f/f0) et de la pre´cision sur les parame`tres (sur Nag) utilise´s
pour son calcul.
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Fig. 2.10 – Se´dimentation des e´chantillons « a` l’identique » en D2O. (a)
Profils d’absorbance a` 280 nm (donne´es brutes, mode´lise´es et re´sidus) pour un e´chan-
tillon non traite´ aux Biobeads. (b) Profils d’absorbance pour un e´chantillon traite´ aux
Biobeads. (c) Mode´lisation globale des profils d’absorbance et d’interfe´rence pour un
e´chantillon non traite´ aux Biobeads. (d) Mode´lisation globale des profils d’absorbance
et d’interfe´rence pour un e´chantillon traite´ aux Biobeads. (a) et (c) se´dimentation de
21 heures, (b) et (d) se´dimentation de 24 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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Me´lange Lapao–lipides Lapao
Biobeads ∅
s20◦ -1,07 -0,75 -0,3
s10◦ -0,8 -0,56 -0,3
Atot 0,35 0,35 0,12
Jtot 17,3 25,4 29
J/A 49 73 233
c 29 42 50
v¯ 1,011 0,977 1,002
Tab. 2.4 – Re´sultats expe´rimentaux pour les me´lange lipides-de´tergent et
pour le Lapao dans le tampon D2O. Les chiffres en italique ont ne´cessite´ un
calcul, et souvent une hypothe`se. Rappel : les mesures ont eu lieu a` 20◦C pour les
me´langes Lapao-lipides et a` 10◦C pour le Lapao seul.
les particules flottent un peu plus apre`s traitement par Biobeads.
Ce surcroˆıt de flottaison peut s’expliquer soit par des particules plus petites,
soit par des particules moins denses. La diffe´rence de volume partiel spe´cifique
calcule´ pour une micelle compacte globulaire est de 0,034 mL/g (dernie`re ligne
du tableau).
Signal parasite et impurete´ Le signal parasite pre´sent a` proximite´ du me´-
nisque signale la pre´sence d’une impurete´ dans nos e´chantillons. Celle-ci est
e´galement mise en e´vidence lors de la migration de l’e´chantillon au sein d’un
gradient de saccarose (comparer l’absorbance et le contenu prote´ique des frac-
tions du haut du tube dans la figure de la page 102). Cette impurete´ est un
compose´ lipophile puisqu’il s’inte`gre aux micelles ; qui absorbe a` 280 nm mais
ne pre´sente pas de spectre de fluorescence caracte´ristique. Il pourrait participer
a` hauteur de 15% environ a` l’absorbance a` 280 nm de nos e´chantillons.
Toutefois un artefact optique pourrait e´galement intervenir dans cette zone
proche du me´nisque.
2.2.3 Se´dimentation du complexe membranaire bAAC1-
Lapao-lipides
Dans le tampon hydroge´ne´, le complexe prote´ique se´dimente clairement, et
cette se´dimentation est en accord avec un mode`le a` une espe`ce ide´ale (figure
2.11). Les micelles de lipides et de de´tergent qui ne contiennent pas de prote´ine
ne se´dimentent pas significativement et apparaissent comme une ligne de base.
Dans le tampon deute´re´ on observe une flottaison du complexe prote´ique,
qu’on ne peut pas distinguer de la flottaison des micelles non-prote´iques (figure
2.12). On a acce`s uniquement a` une estimation de s.
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2.2.3.1 Se´dimentation en tampon H2O
Sur cet e´chantillon on a re´alise´ une analyse, en ge´ne´ral tre`s performante,
en distribution de taille de particules. On obtient des re´sultats comparables en
l’absence ou avec un traitement par Biobeads des e´chantillons : s ' 1, 06 S,
D ' 4, 2 F. Ces re´sultats sont donne´s dans le tableau 2.5.
bAAC1-lipides-Lapao en H2O bAAC1-lipides-Lapao en D2O
Biobeads ∅ Biobeads ∅
s10◦ 1,07 1,036 [−0, 2− 0, 1]
D 4,4 4 non de´termine´
J/A 5,3 5,1
Tab. 2.5 – Re´sultats expe´rimentaux pour les complexes prote´ine-lipides-
de´tergent dans les tampon H2O et D2O.
Le ratio du signal d’interfe´rence par rapport au signal d’absor-
bance caracte´rise les espe`ces associe´es a` la prote´ine dans le complexe mem-
branaire. En effet le nombre de franges d’interfe´rence J de´pend de l’incre´ment
d’indice de re´fraction lors de la mise en solution d’un compose´ quel qu’il soit :
J ∝ ∂n∂c · c. En d’autres termes, J « voit » l’ensemble des espe`ces alors que A280
ne « voit » que la prote´ine. Ce ratio est de 7,23 franges par milligramme de
prote´ine par millilitre. Le ratio attendu pour une prote´ine seule est de 2,76, on a
donc un exce`s de 4,5 franges environ. Cet exce`s correspond a` une quantite´
de de´tergent et de lipides lie´s B entre 1,6 et 2,2 grammes par gramme
de prote´ine (suivant que l’on utilise le ∂n∂c de la prote´ine ou du C12E8 pour le
Lapao et les lipides).
L’interpre´tation de D en termes de parame`tres de la particule (e´quation
2.2) donne un rayon hydrodynamique de 38 ± 2 A˚. Par le calcul, pour un
complexe liant environ 2 grammes de lipides et de de´tergent par gramme de
prote´ine, avec un volume partiel spe´cifique du me´lange v¯d+l proche de 1 mL/g,
et si la particule est globulaire compacte, on obtient un rayon de 41 et 52 A˚
pour le monome`re et le dime`re respectivement.
En utilisant s et D, on obtient une masse flottante du complexe MB de
6 ± 0,3 kDa. Le calcul avec les hypothe`ses pre´ce´dentes donne une valeur de 8,4
et 16,8 kDa pour le monome`re et le dime`re respectivement.
Dans les deux cas le mode`le monome´rique est donc le plus favorable.
2.2.3.2 Flottaison en tampon D2O
Dans cette expe´rience, il y a flottaison a` la fois du complexe prote´ique et des
micelles non prote´iques. Ceci a une double conse´quence : d’une part on observe
la formation d’une zone de forte absorption pre`s du me´nisque ; d’autre part
il est malaise´ de se´parer les signaux de ces deux types de particules. On par-
vient simplement a` obtenir une estimation de s qui est compris dans l’intervalle
[−0, 2− 0, 1] S.
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Fig. 2.11 – Se´dimentation du complexe prote´ique en H2O. (a) Profils d’ab-
sorbance a` 280 nm (donne´es brutes, mode´lise´es et re´sidus) et analyse en distribution
c(s) pour l’e´chantillon traite´ aux Biobeads. (b) Profils d’absorbance et analyse dans
le cadre d’un mode`le a` une espe`ce non interagissante pour le meˆme e´chantillon. Dure´e
de la se´dimentation : 18 heures. Le trajet optique est de 3 mm.
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Fig. 2.12 – Se´dimentation du complexe prote´ique en D2O. La coordonne´e en
abscisse est le rayon dans le tube de centrifugation en cm.
2.2.3.3 La prote´ine est monome´rique
A partir de la valeur expe´rimentale du coefficient de se´dimentation s, et
des autres donne´es du proble`me, on peut calculer les couples (v¯d+l, B) qui sont
solutions de l’e´quation [2.3].
On obtient un ensemble de valeurs (v¯d+l, B) qui forment une courbe dans le
plan. Lorsque l’un des parame`tres varie, la courbe change, et il donc pertinent
d’en dessiner plusieurs. La figure 2.13 pre´sente les courbes extreˆmes qui cor-
respondent aux valeurs limites acceptables des parame`tres s et f/f0. La re´gion
situe´e entre ces courbes extreˆmes est celle dans laquelle les couples (v¯d+l, B)
correspondent a` l’expe´rience.
Comme nous avons re´alise´ une expe´rience en tampon hydroge´ne´ et une en
tampon deute´re´, nous pouvons dessiner ces courbes simultane´ment pour les
deux expe´riences, dans l’hypothe`se d’une prote´ine monome´rique (panneau A)
ou dime´rique (panneau B). Dans le premier cas, l’intersection entre les re´gions
solution dans H2O et D2O existe : les deux expe´riences sont compatibles avec un
meˆme ensemble de valeurs de (v¯d+l, B). Dans le deuxie`me cas a` l’inverse, cette
intersection est vide : les deux expe´riences ne sont pas compatibles. Comme elles
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ont e´te´ re´alise´es avec la meˆme prote´ine, c’est donc l’hypothe`se du dime`re qui
est fausse.
Ce re´sultat vient appuyer ceux du paragraphe pre´ce´dent qui donnait un
rayon hydrodynamique du complexe et une masse flottante compatible avec un
monome`re. Ainsi, nos expe´riences prouvent que bAAC1 est monome´-
rique en solution dans les conditions teste´es – aussi proches que possible
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Fig. 2.13 – Les expe´riences sont compatibles avec un monome`re et pas avec
un dime`re. Les couples acceptables des parame`tres (v¯d+l, B) sont compris dans la re´-
gion de´limite´e par les diffe´rentes courbes. En trait fin celles parame´tre´es par f/f0=1,5,
en trait e´pais par f/f0=1,25. Les courbes les plus a` gauche correspondent au tampon
D2O, celles de droite au tampon H2O, et on a e´galement dessine´ une courbe pour
chaque valeur exteˆme de s = 1, 06 ± 0, 02 en H2O S et s = −0, 15 ± 0, 05 S en D2O.
L’intersection existe en A pour le monome`re, mais pas en B pour le dime`re.
De´tails techniques Ce paragraphe apporte des pre´cisions sur la manie`re de
de´terminer les couples solutions, sa lecture n’est pas ne´cessaire en premie`re
instance.
On remplace par leurs valeurs la masse flottante MB et le rayon hydrodyna-
mique RH dans l’e´quation (2.3) pour obtenir :
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s =








Les inconnues auxquelles on s’inte´resse sont (v¯d+l, B). Les autres inconnues
sont donne´es par la mesure ou le calcul, et parame´trisent l’e´quation. Cette e´qua-
tion se rame`ne a` un polynome de degre´ trois en (v¯d+l, B), dont des solutions
analytiques peuvent donc eˆtre trouve´es.
Plus simplement pour re´aliser les courbes de la figure 2.13, on utilise un
logiciel de calcul formel comme Maple qui permet de tracer des fonctions impli-
cites (B est une fonction implicite de v¯d+l, c’est-a`-dire qu’il existe une relation
liant ces deux termes, mais qu’on ne peut pas e´crire d’expression simple du type
B = f(v¯d+l)). Le logiciel proce`de a` une e´valuation nume´rique dans une plage
de valeurs donne´e, graˆce a` la commande implicitplot.
2.2.4 Figure re´capitulative
La figure 2.14 montre les courbes repre´sentatives de nos expe´riences avec le
me´lange Lapao-lipides et avec le complexe prote´ique. Tous les panneaux sauf
le panneaux A ont de´ja` e´te´ repre´sente´s, il s’agit simplement ici d’illustrer nos
re´sultats de manie`re synthe´tique.
Les micelles mixtes contribuent comme une ligne de base en H2O (panneau
A) et flottent faiblement en D2O (panneau B). En D2O, une zone d’artefact
optique (et lie´ a` la pre´sence d’un contaminant) est exclue pre`s du me´nisque.
Le complexe prote´ique se´dimente en H2O et l’analyse de la distribution de
s montre la pre´sence d’une unique espe`ce (panneaux C). Le complexe prote´ique
et les micelles flottent faiblement en D2O (panneaux D).
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Fig. 2.14 – Re´sume´ des expe´riences de se´dimentation de vitesse. A Me´lange de Lapao et de lipides « a` l’iden-
tique » dans un tampon hydroge´ne´. B Me´lange de Lapao et de lipides « a` l’identique » dans un tampon deute´re´. C
Complexe prote´ique en tampon hydroge´ne´. C’ Re´sidus de la mode´lisation a` une espe`ce non interagissante C” Analyse
de la distribution en s pour le complexe prote´ique en tampon hydroge´ne´. D Complexe prote´ique en tampon deute´re´. D’
Re´sidus de la mode´lisation a` une espe`ce non interagissante. Toutes les courbes correspondent a` des e´chantillons traite´s aux
Biobeads. Pour la clarte´ de la figure, seules six courbes re´parties le long des 20 heures d’expe´riences sont repre´sente´es.
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2.3 Diffusion de neutrons aux petits angles
La diffusion d’un flux de neutrons par un complexe membranaire en solution
peut permettre de connaˆıtre son e´tat oligome´rique. En effet, l’interpre´tation des
donne´es aux petits angles donne acce`s a` la masse des particules, et a` leur rayon
de giration. Nous avons re´alise´ une unique se´rie d’expe´riences pendant l’e´te´ 2004,
avec les meˆmes e´chantillons que ceux analyse´s en ultracentrifugation analytique.
Nos donne´es sont plutoˆt en accord avec un mode`le monome´rique ; elles mettent
en lumie`re la difficulte´ de mise en oeuvre des me´thodes de variation de contraste
dans un me´lange complexe prote´ine-de´tergent-lipides.
Ces expe´riences sont le fruit d’une collaboration avec Joseph Zacca¨ı et Chris-
tine Ebel.
2.3.1 Principe
2.3.1.1 Production de neutrons
Les sources de neutrons peuvent eˆtre de deux types. Ce sont soit des sources
a` spallation, dans lesquelles les neutrons sont expulse´s (le mot anglais spalled
signifie de´lite´) de noyaux d’e´le´ments lourds bombarde´s par des particules de
haute e´nergie ; soit comme a` l’Institut Laue Langevin de Grenoble, des re´acteurs
nucle´aires.
Dans le cœur de ces derniers se produit une re´action en chaˆıne de fission
de l’e´le´ment 235U : l’absorption d’un neutron par un atome d’uranium entraˆıne
la fission de cet atome et la production de deux a` cinq neutrons. Les neutrons
utilisables ont une e´nergie cine´tique de l’ordre de 2 MeV.
Si on de´crit en termes ondulatoires le flux de neutrons, on peut lui associer








car l’e´nergie du neutron non relativiste est uniquement cine´tique et s’e´crit
E = p
2
2m . Pour sonder la matie`re, cette longueur d’onde λ doit eˆtre de l’ordre
de l’angstro¨m ; compte-tenu des valeurs de h et m, l’e´nergie des particules doit
donc eˆtre de l’ordre du millie´lectronvolt (1, 6 · 10−22J).
En conse´quence, il faut donc diminuer l’e´nergie des neutrons dans le re´acteur
– d’un facteur 108 ! – : c’est le roˆle du mode´rateur. L’eau ou l’eau lourde peuvent
servir de mode´rateur. Les neutrons peuvent e´galement acque´rir une e´nergie don-
ne´e par un me´canisme dit de thermalisation : place´s au contact d’une source a`
tempe´rature constante T , leur e´nergie suit une loi de distribution de Maxwell-
Boltzmann fonction de cette tempe´rature : E = 3/2kBT . On parle ainsi de
neutrons froids (mis au contact d’hydroge`ne liquide a` 20 K, de longueur d’onde
associe´e λ > 10 A˚) ou de neutrons chauds (mis au contact de graphite a` 2000 K,
9p est la norme de la quantite´ de mouvement, m la masse d’un neutron, E son e´nergie
et h la constante de Planck. Les valeurs de h et m sont : h = 6, 63 · 10−34 m2s−1kg et
m = 1, 67 · 10−27kg.
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de longueur d’onde associe´e λ < 0, 3 A˚). Pour nos expe´riences, nous avons utilise´
un flux monochromatique de longueur d’onde λ = 10 A˚.
2.3.1.2 Interaction des neutrons avec la matie`re
Bien que fondamentalement diffe´rentes, les interactions entre les rayons X et
la matie`re d’une part, entre les neutrons et la matie`re d’autre part, peuvent eˆtre
de´crites avec le meˆme formalisme. Dans les deux cas on peut de´finir une longueur
de diffusion b pour chaque e´le´ment. Cette longueur caracte´rise l’interaction entre
le rayonnement et l’atome conside´re´ : son carre´ est proportionnel a` la probabilite´
qu’une particule du flux soit diffuse´e.
Pour les rayons X qui interagissent avec le corte`ge e´lectronique, cette lon-
gueur de diffusion s’e´crit bX = Ner0 ou` Ne est le nombre d’e´lectrons de l’atome
conside´re´ et r0 = 2, 82 · 10−13 cm le rayon de Thomson. Le facteur de diffusion
croˆıt alors avec le nume´ro atomique. Pour les neutrons, qui interagissent avec le
noyau des atomes, la longueur de diffusion n’augmente pas avec le nu-
me´ro atomique, et elle varie suivant l’isotope conside´re´. Ces diffe´rences,
illustre´es par la table 2.6, sont a` l’origine de la comple´mentarite´ des deux tech-
niques : les neutrons sont plus sensibles que les rayons X aux e´le´ments le´gers ;
la diffe´rence de longueur de diffusion entre l’hydroge`ne et le deute´rium donne
acce`s aux me´thodes de variation de contraste.
Atome H D C N O P S Au
Masse atomique 1 2 12 14 16 30 32 197
Nb d’e´lectrons 1 1 6 7 8 15 16 79
bX , 10
−12cm 0,282 0,282 1,69 1,97 2,16 3,23 4,51 22,3
bN , 10
−12cm -0,374 0,667 0,665 0,940 0,580 0,510 0,280 0,760
Tab. 2.6 – Longueurs de diffusion des rayons X et des neutrons de quelques
e´le´ments. Source : Koch et al. [2003].
2.3.1.3 Diffusion par une solution de macromole´cules
Les re´fe´rences [Jacrot, 1976, Jacrot et Zacca¨ı, 1981, Koch et al., 2003, Lairez
et Pelta, 2004] sont utiles pour se familiariser avec la description formelle de la
diffusion de neutrons par une solution biologique.
On peut de´finir la densite´ de longueur de diffusion ρ(r) comme la longueur de













suivant qu’on adopte un formalisme de milieu continu (plus couramment
utilise´e pour les rayons X) ou discret. En conside´rant le solvant comme un
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milieu uniforme de densite´ de diffusion constante ρs, la diffe´rence d’amplitude
diffuse´e entre la solution de macromole´cules et le solvant s’e´crit :
A(q) = TF [ρ(r)− ρs] =
∫
V
(ρ(r)− ρs) eiq · rdr, (2.10)
ou` q est le vecteur de diffusion a` l’angle 2θ, de norme q = sin(θ) 4piλ . L’ob-
servable physique expe´rimental est l’intensite´ diffuse´e par l’assemble´e des N










Cette relation se de´cline diffe´remment lorsqu’on l’applique aux deux cas par-
ticuliers rencontre´s dans l’e´tude des prote´ines. Dans le premier cas, la cristal-
lographie, nos e´chantillons sont constitue´s de particules identiques, organise´es
en un mono-cristal et donc oriente´es et distribue´es de fac¸on re´gulie`re. Les inter-
fe´rences interparticulaires sont alors constructives. Dans le deuxie`me cas, celui
qui nous inte´resse ici, les particules sont toujours identiques mais place´es en
solution. Si la solution est suffisamment dilue´e et isotrope, on se place dans
l’approximation de Debye ou` les particules n’interagissent pas entre elles et ou`
leurs orientations sont ale´atoires. L’intensite´ totale est alors simplement e´gale a`
N fois l’intensite´ diffuse´e par une particule, moyenne´e sur toutes les orientations
possibles :
I(q) = N < A(q)A∗(q) >= N <
∣∣∣∣∫
V
(ρ(r)− ρs)eiq · rdr
∣∣∣∣2 > . (2.12)
2.3.1.4 Approximation de Guinier, rayon de giration, masse parti-
culaire
La relation pre´ce´dente peut tout aussi bien s’e´crire :





∆ρ(r)∆ρ(r’)eiq · (r−r’)drdr’ >, (2.13)
avec ∆ρ(r) la diffe´rence de densite´ de longueur de diffusion entre la parti-
cule et le solvant. Connaissant l’expression de la moyenne d’une exponentielle
complexe : < eiq · r >= sin(qr)qr , et en inte´grant en coordonne´es sphe´riques, on











∆ρ(u)∆ρ(u+r)du > . (2.15)
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Cette dernie`re fonction est la moyenne de la fonction d’autocorre´lation de
l’exce`s de densite´ apporte´ par la particule. Elle peut eˆtre relie´e a` la distri-
bution des distances ponde´re´e par l’exce`s de densite´, qui est d’usage fre´quent
[Koch et al., 2003] et permet d’obtenir l’enveloppe de la particule, mais ne nous
concerne pas ici.
Aux petits angles, dans le domaine dit de Guinier, on peut utiliser le de´-
veloppement limite´ sin(qr)qr = 1 − (qr)2/3! + o(q2) pour obtenir finalement une








∼ I(0) · e− (qRg)
2
3 (2.16)
Cette relation, introduite initialement en 1955 par Guinier et Fournet, est
fondamentale pour l’interpre´tation des donne´es de diffusion de neutrons. En
effet, on peut tracer a` partir des intensite´s enregistre´es un graphique ln(I(q)) =
f(q2), line´aire dans le domaine de Guinier, dont l’ordonne´e a` l’origine I(0) et la
pente −R2g/3 sont directement de´pendants des parame`tres de la particule.
Regardons cette de´pendance de plus pre`s. Nous allons admettre ici que le
parame`tre Rg de l’expression pre´ce´dente s’identifie avec le rayon de giration de
la particule, et donne donc une information sur sa forme. Rg est la moyenne
des distances quadratiques ponde´re´es par les longueurs de diffusion des centres






Le lecteur inte´resse´ ou/et particulie`rement courageux pourra se plonger dans
les articles de Koch et al. [2003] ou Lairez et Pelta [2004] qui expliquent cette
identification10.
De la meˆme manie`re, nous admettons que le parame`tre I(0) est proportionnel
a` la masse particulaire. On peut en avoir l’intuition graˆce a` la relation 2.14,
dans laquelle les premiers termes avant sin(qr)qr vont s’inte´grer pour donner une
relation du type :
I(0) ∝ N ·V 2 · (∆ρ)2 (2.18)
Or tant le nombre de particules (a` concentration fixe´e) que le volume d’une
particule de´pendent de leur masse : N ∝ cM−1p et V ∝Mp. On comprend donc
que I(0) est proportionnel a` cMp(∆ρ)2 : il y a bien une relation line´aire entre
I(0) et la masse particulaire.
10l’article de Lairez, e´crit en franc¸ais, utilise un formalisme discret un peu re´barbatif mais
qui finalement rend limpide l’introduction de Rg
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La masse Mp est de´termi-
ne´e pour une concentration
c connue
Terme de´pendant de la ge´o-
me´trie expe´rimentale
Exce`s p/r au solvant de lon-
gueur de diffusion
Attention aux indices ! Mp
est ici la masse particulaire
et pas la masse de la prote´ine
f facteur multiplicatif ; Te
(Teau) intensite´ transmise
par l’e´chantillon (l’eau) ; t
longueur du chemin optique
P
bi obtenu graˆce a` la se´-
quence et a` la composition
de la particule
2.3.1.5 Variation du contraste
L’ide´e qui sous-tend notre utilisation des me´thodes de variation du contraste
est simple : adapter le contenu isotopique (le rapport entre deute´rium et hydro-
ge`ne) du tampon permet de s’affranchir de son signal de diffusion et de faire
ressortir uniquement le signal de la particule d’inte´reˆt.
Fig. 2.15 – Densite´s de longueurs de diffusion moyennes pour quelques
composants biologiques. Les courbes de´pendent de la fraction d’hydroge`ne e´change´,
du volume spe´cifique des mole´cules conside´re´es. Elles donnent ne´anmoins une notion
visuelle du matching point, qui est l’abscisse du point d’intersection entre la courbe du
solvant et du composant.
La figure 2.15, illustre cette ide´e. On observe en effet que la courbe de densite´
moyenne de diffusion de l’eau intercepte celles d’une prote´ine, d’un acide nu-
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cle´ique, pour des ratios spe´cifiques entre hydroge`ne et deute´rium. Si on effectue
une mesure de diffusion a` cette valeur du ratio, appele´e couramment matching
point ou point d’annulation des contrastes, alors la diffe´rence entre le densite´ de
diffusion moyenne d’une particule et celle du solvant est nulle. On a :




bi > − ρs = 0 (2.20)
La variation de contraste est donc un bon outil pour obtenir des
informations sur un e´le´ment unique d’un me´lange complexe en annu-
lant la contribution des autres constituants. Dans notre cas, on souhaite faire
ressortir le complexe prote´ine-lipides-de´tergent. Le me´lange contient e´galement
de nombreuses micelles sans prote´ines ainsi qu’une faible concentration de de´-
tergent monome´rique. Si on se place au matching point, et dans la limite de
particules qui n’interagissent pas, tout se passe comme si on observait unique-
ment la diffusion du complexe prote´ine–lipides–de´tergent. On peut alors de´crire
les donne´es dans le cadre d’un mode`le a` une seule espe`ce.
Il est inte´ressant de noter que les me´thodes de variations de contrastes
peuvent aussi renseigner sur la structure interne des particules [Timmins et al.,
1994b].
2.3.2 Dispositif expe´rimental – traitement des donne´es
2.3.2.1 Pre´paration des e´chantillons
Les e´chantillons utilise´s sont les meˆmes qu’en ultracentrifugation analytique
(voir le paragraphe 2.2.1.3 page 42). Pour tous les e´chantillons, on re´alise des
me´langes aux ratios 0% 40% 60% et 100% entre l’e´chantillon hydroge´ne´ et celui
deute´re´.
Quant cela est ne´cessaire, la concentration prote´ique pre´cise des e´chantillons
est de´termine´e par microanalyse en acides amine´s apre`s hydrolyse acide.
2.3.2.2 Enregistrement et traitement des donne´es
Les expe´riences ont eu lieu sur la ligne D22 de l’ILL. Pendant un enregistre-
ment de dure´e comprise entre 1 et 5 heures, des cuvettes en quartz de 1 mm de
trajet optique contenant 150 µL de solution sont maintenues a` 4◦C.
Les intensite´s diffuse´es sont enregistre´es sur un de´tecteur bi-dimensionnel
place´ a` une distance de 4 ou 5,6 m. Le centre du de´tecteur est de´termine´, puis
on applique un masque sur les images de diffusion pour e´liminer les pixels cache´s
par le beamstop, et pour e´liminer une zone de´faillante du bord du de´tecteur. On
inte`gre ensuite radialement les images. L’intensite´ est enfin normalise´e par la
diffusion de l’eau, ce qui permet de comparer diffe´rentes mesures entre elles :
Inorm =
Iech − techIvide
Ieau − teauIvide− < I >Qgrand (2.21)
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avec tech (respectivement teau) le coefficient de transmission de l’e´chantillon
(respectivement l’eau), et ou` les intensite´s sont indice´es par le contenu de la cuve.
Le terme < I >Qgrand correspond a` la diffusion incohe´rente par le tampon. Au
matching point, il est normalement e´quivalent de soustraire ce terme ou une
expression du type Itampon−ttamponIvideIeau−teauIvide . Nous avons utilise´ ces deux possibilite´s,
les valeurs nume´riques que je donne sont les valeurs moyennes de l’une et l’autre.
Les repre´sentations de Guinier sont re´alise´es a` l’aide des logiciels de l’ILL,
qui donnent une valeur de I(0), de Rg, et de la qualite´ de la re´gression line´aire.
2.3.3 Re´sultats
2.3.3.1 De´termination du point d’annulation des contrastes
Dans notre cas, de´terminer le matching point est un pre´liminaire a` l’enre-
gistrement de donne´es de diffusion interpre´tables. C’est une ope´ration facile a`
re´aliser, de´licate toutefois car elle conditionne la validite´ des re´sultats en aval. Je
trouve donc utile de la de´crire ici, d’autant que nous avons longtemps estime´ que
nos donne´es e´taient sans valeur, trop impre´cises, a` cause d’une de´termination
approximative du matching point.
Intensite´ transmise et contenu isotopique La norme de l’intensite´ trans-
mise a` travers un e´chantillon est proportionnelle au carre´ de sa densite´ de lon-
gueur de diffusion moyenne : It ∼ |A|2 ∝ < ρ >2. Comme cette densite´ de´pend
line´airement du rapport entre hydroge`ne et deute´rium, on peut sur un graphique
ln(ITrans) = f([D2O]/[H2O]) de´terminer le contenu isotopique d’un e´chantillon
a` partir de l’enregistrement de l’intensite´ qu’il transmet. Nous avons re´alise´ cette
mesure pour plusieurs se´ries d’e´chantillons : le tampon, une solution de Lapao
a` 17% m/v et des e´chantillons « a` l’identique » ressemblant aux e´chantillons
prote´iques, mais de´pourvus de prote´ine. Chaque se´rie regroupe quatre tubes
similaires contenant respectivement 0% 40% 60% et 100% de D2O.
La figure 2.16 montre que la deute´ration de nos e´chantillons est en re´alite´ plus
faible qu’attendue. Il y a la` une certaine logique. En effet les e´chantillons sont
pre´pare´s par solubilisation de mate´riel solide hydroge´ne´ dans D2O, ce qui limite
obligatoirement le taux maximum de deute´ration. Par exemple dans l’e´chantillon
det100, pre´pare´ par dissolution de 170 mg/ml de de´tergent Lapao, il y a au moins
15% d’hydroge`ne. De plus le tampon utilise´ pour les dissolutions ou les dialyses
n’est compose´ qu’a` 95% de D2O. Enfin il faut tenir compte de l’e´change pendant
le de´roulement de l’expe´rience.
A l’aide de ces premie`res mesures en transmission, nous obtenons les valeurs
re´elles du contenu en deute´rium des e´chantillons « a` l’identique », qui servent
pour de la de´termination du matching point.
De´termination graphique du matching point Pour la se´rie d’e´chantillons
« a` l’identique », cense´s contenir tous les composants du me´lange sauf la pro-
te´ine, une mesure de diffusion est enregistre´e a` une distance de 1,5 m. Le mat-
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Fig. 2.16 – De´termination de la deute´ration des e´chantillons par trans-
mission. Chaque point correspond a` une mesure de transmission (en abscisse) pour
laquelle on lit alors le taux re´el de deute´ration (en ordonne´e). Le taux attendu et le
taux mesure´ sont donne´s sur le graphique, pour les se´ries d’e´chantillons de tampon,
de de´tergent (Lap), et de me´lange Lapao–lipides (Lap/lip).
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= f( [D2O][H2O] ) et l’axe des abscisses.
Durant l’expe´rience, le matching point a e´te´ de´termine´ graphiquement sur
du papier millime`tre´, en regardant l’intersection de ces courbes. En reprenant
les donne´es a fortiori, on voit que les trois droites n’ont pas un unique point
d’intersection, comme le montre la figure 2.17.La valeur utilise´e de 15% de D2O
est donc connue avec une impre´cision de l’ordre de 3%. Cette impre´cision influe
sur la qualite´ des donne´es ; elle doit eˆtre garde´e a` l’esprit lors de l’appre´ciation













Fig. 2.17 – De´termination graphique du matching point. La courbe orange




(carre´s) pour l’e´chantillon « a`





tion de ces courbes avec l’axe des abscisses (encadre´) donne le point d’annulation des
contrastes.
2.3.3.2 Masse et rayon de la particule
Les re´sultats obtenus pour les e´chantillons de prote´ine fraˆıche, de prote´ine
apre`s cinq jours de stockage a` 4◦C, dans les deux cas pour deux distances entre
l’e´chantillon et le de´tecteur, sont pre´sente´s dans la figure 2.18 et le tableau 2.7.
Les re´sultats obtenus semblent surprenants de prime abord, et difficiles a`
interpre´ter. En effet les diffe´rentes mesures sur les deux e´chantillons du complexe
bAAC1-Lapao-lipides au point d’annulation du contraste du me´lange Lapao-
lipides conduisent a` des valeurs de rayon de giration proche de 30 A˚ et a` des
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Fig. 2.18 – Repre´sentations de Guinier. Les courbes sont re´alise´es a` partir des
expe´riences de diffusion aux petits angles de la prote´ine bAAC1 micellaire. Les courbes
repre´sentent ln(I(q)) = f(q2), ou` I(q) est l’intensite´ diffuse´e normalise´e ; ces courbes
sont line´aires aux petites valeurs de q (pour lesquelles Rgq  1).
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Echantillon cp mg/mL I(0) Rg A˚ Masse particulaire kDa
5 jours 4,46 0,0715 ± 0,0027 expe´rimentale : 31,4 ± 1,3 Prote´ine seule : 47,5
(valeur theorique : 32,8 )
Complexe prote´ique : 116
(valeur the´orique : 92,8)
fraˆıche 3,2 0,0424 ± 0,0028 expe´rimentale : 29,4 ± 0,4 Prote´ine seule : 40
Complexe prote´ique : 98
monome`re prote´ique : 20,4 ± 0,3
Rg calcule´ dime`re prote´ique : 30,4 ± 1
mode`le de micelle : [32 44]
Tab. 2.7 – Parame`tres de´termine´s a` partir des expe´riences de diffusion.
Pour chacun des deux e´chantillons, I(0) permet de calculer une masse de particule
dans le cas ou` on conside`re la prote´ine seule (cas ide´al de de´termination parfaite du
matching point) et dans celui ou` on conside`re la micelle prote´ique. Dans la re´alite´, a`
cause de l’erreur possible sur ce matching point, ces deux valeurs peuvent eˆtre consi-
de´re´es comme les bornes de l’intervalle dans lequel la masse est plausible. Le rayon
de giration Rg est donne´ pour les deux e´chantillons ainsi que sa valeur calcule´e pour
diffe´rents mode`les monome´riques, dime´riques (ne contenant que la prote´ine), ou de mi-
celle prote´ine-de´tergent. L’accord entre valeurs expe´rimentales et calcule´es, ainsi que
les erreurs sur les diffe´rents parame`tres sont discute´s dans le texte.
masses particulaires comprises entre 40 et 47,5 kDa pour un mode`le uniquement
prote´ique. Or pour un tel mode`le on attend Rg ' 20 A˚ et Mp ' 33 kDa.
Pour comprendre ces re´sultats et tenter de les interpre´ter plus avant, il faut
garder a` l’esprit la complexite´ du me´lange contenant la prote´ine, dans lequel se
trouve un grande quantite´ de de´tergent et de lipides non-lie´s. Nous avons essaye´
d’annuler le signal de diffusion de ces espe`ces le mieux possible : c’est le sens
de la pre´paration d’e´chantillons « a` l’identique » dans lesquels la prote´ine a e´te´
extraite via une se´paration des phases aqueuses et organiques.
Ces e´chantillons, suppose´s repre´sentatifs de la pre´paration « moins » la pro-
te´ine, nous ont servi lors de la de´termination du point d’annulation du contraste.
Toutefois, meˆme re´alise´e a` ce point, la mesure reste impre´cise, pour trois raisons
principales :
– les e´chantillons « a` l’identique» ne sont pas parfaits : ils contiennent encore
un peu de prote´ine d’une part ; une petite partie du de´tergent et des lipides
lie´s a` probablement e´te´ e´limine´e d’autre part,
– il y a un large exce`s de de´tergent et de lipides : le ratio massique entre ces
espe`ces et la prote´ine est grand, et une petite erreur sur le contraste va se
traduire par une contribution non ne´gligeable de ces espe`ces,
– le me´lange au point d’annulation des contrastes est soumis a` l’erreur habi-
tuelle de pipetage. Cette dernie`re source d’impre´cision n’est pas spe´cifique
de cette expe´rience, contrairement aux deux autres.
On apprend dans la litte´rature qu’une erreur de 1% sur le contraste conduit
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a` une incertitude de 10% sur la valeur de la masse particulaire [Jacrot et Zacca¨ı,
1981]. Si les erreurs, dans notre cas pre´cis, sont difficiles a` quantifier une a` une,
gardons pour la suite une grande prudence en interpre´tant les valeurs nume´riques
de rayon de giration ou de masse.
Autour du rayon de giration Avec le mode`le cristallographique de bAAC1,
on peut calculer un rayon de giration the´orique de la prote´ine monome´rique
(20,4 ± 0,3 A˚, l’e´cart-type correspond a` diffe´rentes fac¸ons de re´aliser le cal-
cul, par exemple en incluant ou non les lipides structuraux), de la prote´ine
dime´rique (30,4 ± 1 A˚, ici l’e´cart-type correspond aux diffe´rents mode`les di-
me´riques utilise´s). On peut e´galement calculer Rg pour un complexe prote´ique
prote´ine–de´tergent. En effet, meˆme au matching point, le rayon de giration me-
sure´ en diffusion de neutrons rend compte de la particule dans son ensemble et
non de la seule prote´ine.
Dans ce cas nous n’avons pas utilise´ le mode`le atomique mais plutoˆt une
repre´sentation ge´ome´trique simplifie´e du complexe membranaire. La prote´ine
est repre´sente´e par un cylindre, entoure´ par un cylindre plus large et moins
haut qui repre´sente la couronne de de´tergent. Les de´tails ge´ome´triques sont
donne´s dans la figure 2.19.
Si les dimensions de la prote´ine sont connues pour un tel mode`le, la taille
de la couronne de de´tergent est un parame`tre a` de´terminer. Nous en avons une
ide´e indirecte a` l’aide des expe´riences d’ultracentrifugation analytique, a` travers
le ratio lipides-de´tergentprote´ine . Ce ratio B est compris dans l’intervalle [1 ; 2,2] g/g. Le
rayon de la couronne de de´tergent est donne´ par la solution de l’e´quation :





Dans cette expression seul Vd de´pend de la taille de la couronne de de´tergent,
les autres parame`tres sont connus. On connaˆıt en effet v¯p = 0,741 mL.g−1 et v¯d
= 1 mL.g−1, B et le volume Vp de la prote´ine.
Les valeurs acceptables du rayon rt de la couronne sont dans l’intervalle [28 ;
36] A˚ si l’on fixe sa hauteur hd = 28 A˚. C’est la hauteur de la zone hydrophobe
de la surface exte´rieure, d’apre`s la structure (calcul sur le site OPM11). Cette
valeur est relativement arbitraire, le rayon sert alors de variable d’ajustement, ce
qui explique les valeurs e´leve´es trouve´es. Elles sont significativement supe´rieures
a` la longueur d’une mole´cule de Lapao vue dans le mode`le cristallographique,
d’environ 17 A˚.
Il faut e´galement noter que les rayons de giration Rg obtenus sont sensibles
aux valeurs de densite´s de longueur de diffusion, injecte´es dans le mode`le, pour
la prote´ine, les chaˆınes aliphatiques du de´tergent, les teˆtes polaires et le solvant.
Son expression s’e´crit :
11 opm.phar.umich.edu/protein.php?pdbid=1okc
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On inte`gre cette expression en coordonne´es cyclindriques, en se´parant les
termes pour la prote´ine, pour les chaˆınes aliphatiques et pour les teˆtes polaires,
pour obtenir :
Rg =
√√√√∆ρp(hpr4p2 + h3pr2p3 ) + ∆ρc(hc(r4c−r4p)2 + h3c(r2c−r4p)3 ) + ∆ρt(hc(r4t−r4c)2 + h3c(r2t−r4c)3 )
∆ρphpr2p + ∆ρchc(r2c − r2p) + ∆ρthc(r2t − r2c )
(2.24)
ou` ∆ρ est la diffe´rence de densite´ de longueur de diffusion entre une espe`ce
et le solvant, h et r les hauteurs et rayons, et ou` les espe`ces sont indice´es par
leurs initiales, p pour la prote´ine, c pour les chaˆınes carbone´es du de´tergent, t
pour leurs teˆtes polaires.
Les valeurs que j’ai utilise´es sont les suivantes :
ρ 10−14 cm A˚−3 Origine
ρp 1,88 Se´quence prote´ique et fraction de D2O
dans le tampon
ρteˆte 0,748 ou 0,72 Valeurs pour le LDAO ou le Triton
X100 [Timmins et al., 1994a]
ρchaˆıne -0,392 ou 0,385 Valeurs pour le LDAO ou le Triton
X100
ρsolvant 0,483 ou -0,56 Valeurs pour l’eau ou pour un me´lange
au matching point
A ces parame`tres s’ajoutent les parame`tres ge´ome´triques, c’est-a`-dire le rayon
et la hauteur du cylindre prote´ique, choisis de telle sorte que le Rg en l’absence
de de´tergent soit de 20,4 A˚, en cohe´rence avec le mode`le atomique. Ces valeurs
diffe`rent sensiblement de la hauteur et du rayon mesure´s sur ce meˆme mode`le12.
Le graphique de la figure 2.19 montre les courbes du rayon de giration en
fonction du rayon de la couronne de de´tergent. On voit que la courbe corres-
pondant au LDAO dans un solvant a` 15% D2O diverge rapidement. Par contre
pour les trois autres courbes, on observe un comportement commun ou` Rg est
lentement croissant avec le rayon de la couronne de de´tergent. Dans la zone
correspondant a` la quantite´ de de´tergent lie´, de´termine´e en AUC, les valeurs de
Rg sont dans l’intervalle [32 ; 44] A˚. Pour un dime`re, cet intervalle est [35 ; 45]
A˚.
12on utilise le couple (rp;hp) = (22, 23) alors qu’on mesure (rp;hp) = (29, 40) ! Il faut
toutefois garder a` l’esprit que la prote´ine comporte une grande cavite´.
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Nos re´sultats sont compatibles avec un mode`le monome´rique mi-
cellaire simple bAAC1-de´tergent ou` la prote´ine lie une quantite´ de
de´tergent proche de 1,5 g/g telle que de´termine´e par ultracentrifuga-
tion analytique. Ils ne pas compatibles avec un mode`le dime´rique.
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Fig. 2.19 – Rayon de giration pour un mode`le monome´rique bAAC1-
de´tergent. La prote´ine est repre´sente´e par un cylindre (bleu) de rayon rp et de hau-
teur hp. Le volume de de´tergent est repre´sente´ par une couronne (verte) de largeur
variable rt et de hauteur 28 A˚, ce qui correspond a` la hauteur de la zone hydrophobe
de la prote´ine. Les densite´s de longueur de diffusion pour les chaˆınes aliphatiques et
les teˆtes polaires sont celles du LDAO ou du Triton X100 [Timmins et al., 1994a]. Le
rayon de giration Rg est repre´sente´ en fonction de rt (a` droite). Sur ce graphe figurent
aussi les valeurs expe´rimentales de Rg sous forme de zones beiges, et les valeurs de
rt acceptables connaissant le ratio de´tergent/prote´ine dans nos e´chantillons graˆce a`
l’ultracentrifugation.
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Autour de la masse d’une particule Ecrivons de nouveau la relation 2.19 :





Cette relation donne acce`s a` la masse de la particule de`s que l’on connaˆıt I(0).
Outre des facteurs ge´ome´triques et la concentration de la prote´ine, on y trouve
le terme (
∑
bi − ρsv¯)2g c’est-a`-dire l’exce`s massique de longueur de diffusion de
la particule par rapport au solvant.
Si nos expe´riences sont re´alise´es a` un point de contraste le´ge`rement de´cale´
par rapport au matching point, la contribution a` ce terme des mole´cules de de´-
tergent et de lipides ne va plus eˆtre nulle. Et donc suivant que l’on conside`re une
particule uniquement prote´ique, ou une particule contenant e´galement du de´ter-
gent, ce terme prend des valeurs diffe´rentes et influe sur la masse de particule
calcule´e (attention la concentration c change e´galement, puisqu’il s’agit de la
concentration massique en particule). J’ai essaye´ de quantifier cette influence,
mais on ne peut vraisemblablement le faire que quand la perturbation intro-
duite par la prise en compte du de´tergent est petite. Pour un complexe comme
le noˆtre, liant aux alentours de 1,5 g de de´tergent par gramme de prote´ine, il
ne s’agit plus d’une petite perturbation et la valeur de Mp n’a tout simplement
plus de sens physique.
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2.4 Que nous disent les cristaux ?
Contrairement aux deux autres sections expe´rimentales de ce chapitre, celle
qui commence ici n’est pas uniquement centre´e sur l’oligome´rie du transporteur
d’ADP et d’ATP. Nos re´sultats de cristallographie concernent la forme cristal-
line centre´e du complexe bAAC1-CATR. Dans des conditions de force ionique
minimale lors de la purification, nous avons obtenu de nouveaux cristaux avec
une maille re´duite. Ceux-ci nous permettent de de´crire des interfaces d’interac-
tions possibles entre prote´ines, dans l’empilement cristallin. Cette description
accompagne´e d’une discussion quant a` leur validite´ justifie l’appartenance au
chapitre traitant de l’oligome´rie. Toutefois, l’analyse structurale des lipides qui
participent a` ces interfaces pre´sente un inte´reˆt en soi qui de´passe ce cadre strict.
2.4.1 De la membrane au mode`le cristallographique
2.4.1.1 Des mitochondries a` la goutte de cristallisation
L’ensemble des e´chantillons d’AAC que j’ai utilise´s sont produits dans le
laboratoire de Ge´rard Brandolin (laboratoire BBSI-iRTSV, UMR CEA-CNRS-
UJF 5092). Cette e´quipe de´veloppe depuis plus de vingt-cinq ans une expertise
biochimique des mitochondries et de l’AAC. J’ai utilise´ des mitochondries conge-
le´es provenant de cœur de bœuf. A cause du principe de pre´caution applique´
aux produits bovins, les contraintes sanitaires de pre´paration de mitochondries
de cœur de bœuf sont fortes. Elles empeˆchent aujourd’hui de disposer d’organes
de beˆtes adultes, et les pre´parations les plus re´centes ont e´te´ re´alise´es a` par-
tir d’animaux de moins de deux ans. Ces pre´parations de mitochondries sont
effectue´es par Ge´rard Brandolin et son e´quipe13.
La purification de bAAC1 a` partir des mitochondries de cœur se de´roule
typiquement en cinq e´tapes lorsqu’on souhaite obtenir des cristaux (voir aussi
l’annexe page 157).
Inhibition – solubilisation Le mate´riel de de´part est ge´ne´ralement 25 ou
50 mg de prote´ines mitochondriales totales. Les billes congele´es de mitochondries
(BHM, acronyme de Beef Heart Mitochondria) sont dilue´es a` 10 mg/mL dans
0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 7,3 et incube´es 5 minutes sur
glace. L’ajout de 2% m/v Lapao, et une incubation de 5 minutes sur glace,
permettent la solubilisation de la prote´ine.
Si l’on souhaite inhiber le transporteur, le milieu initial contient alors 20 µM
CATR, ou 100 µM ATR, ou parfois 1 mM ATP. Il ne s’agit plus dans ce dernier
cas d’inhibition, mais on peut imaginer qu’en l’absence d’inhibiteur, l’ajout de
nucle´otides permet de retarder la de´naturation de la prote´ine. 1 mM ATP sont
alors syste´matiquement pre´sents dans les tampons successifs.
Purification Les mitochondries solubilise´es sont de´pose´es sur une re´sine d’hy-
droxylapatite (HTP) (1 mL de re´sine de´cante´e pour 2 mg de prote´ines totales)
13On peut par exemple en trouver le protocole dans la the`se de C. Dahout-Gonzalez.
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pre´alablement e´quilibre´e dans 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH
7,3 et 0,05% m/v Lapao. La prote´ine bAAC1 traverse par gravite´ la re´sine, elle
est e´lue´e imme´diatement apre`s le volume mort. On collecte une fraction de 12
a` 25 mL correspondant au maximum de l’absorption a` 280 nm. L’allure de la
courbe d’absorption est variable, elle pre´sente souvent une e´paule a` gauche du
pic principal.
La fraction obtenue est pure a` un degre´ acceptable ; elle est ne´anmoins conta-
mine´e par une mole´cule absorbante de nature inconnue, vraisemblablement en
partie hydrophobe (on le voit par exemple lors des expe´riences de centrifugation
analytique ou de gradient de saccarose). La concentration de la prote´ine est
approximativement cp = 0, 1 mg/mL.
Changement de milieu Afin de se´parer la prote´ine des petites mole´cules
re´siduelles provenant des mitochondries et de modifier le milieu, la fraction pre´-
ce´dente est de´pose´e sur une re´sine AcA202, qui re´alise une chromatographie
d’exclusion de taille grossie`re mais rapide. La re´sine est pre´alablement e´quili-
bre´e dans le tampon (P ), (C) ou (Csel−)14. Ces tampons permettent d’obtenir
respectivement la forme primitive, centre´e, et centre´e avec maille re´duite des
cristaux.
Il est souvent ne´cessaire, suivant le volume de la colonne de AcA202, de
concentrer pre´alablement la fraction issue de la chromatographie HTP. Cette
concentration est re´alise´e a` 4◦C sur une cellule Amicon de 50 mL contenant une
membrane avec un seuil de coupure a` 30 kDa.
En sortie de chromatographie AcA202, la fraction exclue correspondant aux
espe`ces de haute masse mole´culaire est re´cupe´re´e (environ 12 mL). La concen-
tration de la prote´ine est approximativement cp = 0, 07 mg/mL.
Diminution de la concentration en de´tergent La fraction pre´ce´dente est
incube´e en pre´sence de 100 mg de Biobeads par milligramme de prote´ine pure,
pendant 2 heures, a` 4◦C et sous agitation axiale. Les Biobeads sont conser-
ve´es a` 4◦C et pese´es directement sans traitement pre´alable au me´thanol. Cette
incubation permet de re´duire la quantite´ de de´tergent ; sa mise au point fut
une e´tape cruciale de l’obtention de bon cristaux diffractants [Dahout-Gonzalez
et al., 2003]. Un exce`s de Biobeads conduit a` la pre´cipitation de la prote´ine lors
de la concentration.
Concentration La prote´ine est concentre´e a` 4◦C et 4000 g sur un dispositif
de type Centricon ou Millipore (avec un seuil de coupure a` 30 kDa) jusqu’a`
atteindre une concentration comprise entre 5 et 10 mg/mL.
14(P) : 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,3, 1 mM EDTA (C) : 5 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCl pH 7,3, 1 mM EDTA ; (Csel−) : 5 mM Tris-HCl pH 7,3, 1 mM EDTA. Tous trois
contiennent e´galement 0,05% m/v Lapao.
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2.4.1.2 Autour des cristaux
Conditions de cristallisation Les premie`res pistes cristallines ont e´te´ obte-
nues en pre´sence d’alcools tels que le tert-butanol (employe´ entre 15% et 25%),
l’isopropanol (de 25 a` 30%) ou le 2-methyl-2,4-pentanediol (MPD) (de 28 a`
32%).
Le pre´cipitant qui permet d’obtenir des cristaux de bonne qualite´ du com-
plexe bAAC1-CATR est la Jeffamine M-600. Suivant la concentration et le lot
prote´ique, on l’utilise a` une concentration de 27% a` 32% dans le puit, qui contient
e´galement 100 mM d’un tampon de pH compris entre 6 et 8 (Cacodylate pH
6,0, Hepes pH 7,0, Tris pH 8,0). On rajoute en outre de 10 a` 100 mM de sulfate
de nickel (c’est le sel le plus favorable pour les cristaux de type centre´s). Si l’on
souhaite obtenir des cristaux de forme primitive, les additifs ioniques ade´quats
sont de 5 a` 20 mM de citrate de sodium, de 10 a` 50 mM de chlorure de ce´sium,
de 10 a` 100 mM d’arsenite ou d’arseniate de sodium.
Le parame`tre temps Les cristaux poussent a` 20◦C sur la nuit, ou en 2 jours.
Ils se de´gradent le plus souvent dans la semaine qui suit. Cette de´gradation est
visible aux dentelures qui apparaissent sur leurs areˆtes. Le de´lai avant cristallisa-
tion a une influence certaine : les essais sont en ge´ne´ral re´alise´s le jour meˆme de
la purification, parfois en deux temps. On re´alise par exemple une boˆıte de test
le jour meˆme pour de´terminer la concentration de pre´cipitant la plus adapte´e au
lot, puis le lendemain des essais plus extensifs en utilisant cette concentration.
Apre`s quelques jours a` 4◦C, la prote´ine cristallise moins bien.
La prote´ine congele´e dans l’azote liquide, conserve´e a` -80◦C puis de´congele´e
rapidement conserve la capacite´ de cristalliser. On peut encore observer les va-
riations de fluorescence intrinse`que apre`s conge´lation d’une prote´ine non inhibe´e.
J’ai souvent congele´ mes pre´parations prote´iques, notamment lorsque j’utilisais
le robot nanogoutte Cartesian du CIBB. Nous n’avons ne´anmoins pas de recul
sur la qualite´ des cristaux ainsi obtenus, puisqu’aucun des enregistrements de
donne´es a` partir de cristaux « congele´s » n’a e´te´ effectue´ sur un lot donnant une
bonne diffraction.
Allures des gouttes et de cristaux Les cristaux pre´sentent des formes di-
verses, qui ont toutes en commun une faible e´paisseur. On observe des baguettes,
des plaques, des trape`zes, des pointes de fle`ches. Les cristaux poussent souvent
au sein d’un pre´cipite´ granuleux occupant une large partie centrale de la goutte,
et on constate une disparition du pre´cipite´ autour d’eux. On trouve souvent de
petits cristaux plaque´s contre le bord de la goutte.
Les cristaux pre´sentent en ge´ne´ral leur grande surface a` l’observation, c’est-a`-
dire que l’anisotropie de leur forme correspond a` l’anisotropie de la goutte. Cette
orientation pre´fe´rentielle peut eˆtre modifie´e en pre´sence d’un champ magne´tique
(voir page 131).
L’effet d’orientation semble moindre dans les nanogouttes, dont la forme est
presque parfaitement demi-sphe´rique (M. Roever, communication personnelle),
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bien qu’il puisse d’agir d’une impression cause´e par le faible nombre de cristaux
dans une nanogoutte.
Manipulation des cristaux Le pre´cipite´ qui englobe les cristaux posse`de des
proprie´te´s me´caniques. Lors de la peˆche, il arrive fre´quemment qu’une partie des
autres cristaux ou cristallites se de´placent dans la goutte avec le mouvement de
la boucle. Ne´anmoins, ce pre´cipite´ se de´sagre`ge facilement au contact, et il suffit
de le toucher en quelques endroits autour du cristal pour en faciliter la peˆche.
On agit de meˆme lorsqu’on souhaite de´gager un cristal d’une « grappe ». Nos
cristaux n’ont pas besoin de cryoprotectant. Une fois recueillis dans une boucle
ils sont donc trempe´s directement dans l’azote liquide.
Reproductibilite´ - qualite´ des cristaux Il n’y a pas de relation entre la
taille et la qualite´ des cristaux, et la relation est te´nue entre leur forme et la
qualite´ (ceux qui semblent plus e´pais sont en ge´ne´ral meilleurs). Par contre il
existe une relation nette bien qu’impossible a` pre´voir entre le lot prote´ique et
la qualite´ des cristaux. Tous les cristaux ayant permis d’enregistrer des donne´es
utilisables proviennent de seulement trois lots de prote´ines. Ces trois pre´para-
tions sont re´parties sur plus de cinq ans. Rien dans la purification particulie`re
de ces trois lots n’explique pourquoi les cristaux e´taient aussi bons – ou tous
les autres aussi mauvais. Cette variabilite´ doit donc trouver sa source dans les
de´tails expe´rimentaux difficiles a` quantifier. La diffraction d’un cristal du tout
venant est ge´ne´ralement au mieux de 3 a` 4 A˚.
2.4.1.3 Des cristaux au mode`le atomique
Le formalisme et les e´quations fondamentales de la cristallographie sont pre´-
sente´s en annexe page 160.
Enregistrement des donne´es, obtention des facteurs de structure Nous
avons enregistre´ plusieurs jeux de donne´es sur les lignes BM30A et ID14 de
l’ESRF a` partir de deux cristaux du complexe bAAC-CATR purifie´ a` faible
force ionique. Deux jeux de qualite´ comparable ont e´te´ traite´s inde´pendamment
jusqu’a` la construction des trois cardio-lipides entourant la prote´ine dans la
carte de densite´. Seules les statistiques du meilleur jeu sont pre´sente´es, dans le
tableau 2.8.
Les taches de diffraction ont e´te´ inte´gre´es et re´duites avec les programmes
Denzo et Scalepack, puis avec les programmes de la suite CCP4. Le mode`le
initial a e´te´ obtenu par translation et rotation du mode`le atomique 1okc pour
les atomes de la prote´ine et de l’inhibiteur pour atteindre la position de la forme
cristalline centre´e.
Affinement L’affinement du mode`le est re´alise´ par des cycles successifs de
minimisation d’e´nergie avec le programme CNS, et de construction manuelle du
mode`le avec le logiciel O. Dans notre cas, avec la qualite´ des donne´es utilise´es,
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Enregistrement
Longueur d’onde (A˚) 0,979
De´tecteur MarCCD
Distance cristal-de´tecteur (mm) 200
Temps d’exposition (s) 60




Parame`tres de maille (A˚) (a ; b ; c)=(76,25 ; 110,75 ; 89,55)
Statistiques de diffraction
Re´solution (A˚) 25-2,8
Comple´tude (%) 99,9 (99,9)
< I/σ > 4,0 (1,1)
Rsym (%) 10,8 (56,4)
Statistiques d’affinement
Nombre de re´flections uniques 8976
Nombre de re´flections exclues (calcul de Rfree) 459
Rcrist (%) 25
Rfree (%) 28,1
Nombres d’atomes (H exclus) 2515
Tab. 2.8 – Re´capitulatif de l’enregistrement et du traitement des donne´es
du complexe bAAC1-CATR. Les nombres entre parenthe`ses concernent la dernie`re
tranche de re´solution entre 2,88 et 2,8 A˚. Les facteurs cristallographiques sont calcule´s
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on ne peut pas espe´rer de grosses ame´liorations ni du mode`le ni des statistiques
par l’affinement dans l’espace re´ciproque, et l’affinement re´side surtout dans
la juste interpre´tation des cartes de densite´ e´lectronique autour des lipides. Il
faut construire soigneusement et au mieux les chaˆınes aliphatiques. L’affinement
inde´pendant de deux jeux de donne´es permet de s’assurer que la carte de densite´
n’a pas e´te´ surinterpre´te´e par l’ope´rateur.
Le mode`le final comprend la chaˆıne polypeptidique du re´sidu 1 a` 293 de
bAAC1, une mole´cule de CATR et 3 cardiolipides dans l’unite´ asyme´trique. Les
facteurs de tempe´ratures sont e´leve´s au niveau du N-terminus de la prote´ine,
et pour les lipides Les positions des atomes de la chaˆıne polypeptidique et de
l’inhibiteur sont tre`s proches de celles du mode`le 1okc, la de´viation moyenne
entre les deux structures est de 0,56 A˚. Les diffe´rences sont localise´es au ni-
veau de l’extre´mite´ N-terminale et des boucles, notamment C2 et M3 qui sont
implique´es dans les contacts cristallins entre couches dans la forme centre´e.
2.4.2 Analyse des empilements cristallins
2.4.2.1 Description de l’empilement
La figure 2.20 montre les empilement cristallins dans les deux formes C2221
(celle qui nous inte´resse ici) et P21212. Les deux cristaux sont organise´s en
couches superpose´es au sein desquelles les prote´ines sont oriente´es comme dans
une membrane biologique. Dans les cristaux de forme centre´e, on ne trouve des
mole´cules adjacentes aligne´es que le long de l’axe c. Pour les deux autres axes,
les prote´ines sont en quinconce (voir le panneau du haut, dans la direction a,
puis noter dans le panneau du bas que la range´e centrale de prote´ine est a`
l’arrie`re-plan de celles du haut et du bas).
2.4.2.2 Anisotropie des donne´es
La premie`re intuition, connaissant la forme de plaques des cristaux avec
une e´paisseur moindre par rapport aux deux autres dimensions, et connaissant
l’empilement cristallin forme´ de couches empile´es, pourrait eˆtre d’imaginer une
direction b* plus faible que les deux autres du point de vue de la diffraction.
Or comme on peut le voir sur le graphique de la figure 2.21, les donne´es de
diffraction sont de meilleure qualite´ dans la direction c* que selon a* et b*, ou`
elles sont e´quivalentes. C’est donc en fait une des directions du plan de´fini par
(a*,b*) qui est de´faillante.
Ce n’est pas illogique en terme de contacts cristallins, puisque nous avons
vu qu’il existe des range´es de mole´cules aligne´es dans la direction c, tandis
que dans les directions a et b les mole´cules sont en quinconce. On ne peut pas
quantitativement « projeter » les contacts cristallins sur les diffe´rents axes, mais
on comprend qualitativement que l’empilement est moins contraint dans le plan
(a*,b*).
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2.4.2.3 Pourquoi exclure les voisins teˆte-be`ches ?
Le transporteur d’ADP et d’ATP posse`de six he´lices transmembranaires et
ses extre´mite´s N et C se trouvent dans l’espace intermembranaire (IMS). Cette
solide assertion se base sur la structure, qui pre´sente un nombre pair d’he´lices et
implique la localisation commune des extre´mite´s. A ma connaissance, il existe
deux types d’expe´riences qui montrent que l’insertion de la prote´ine dans la
membrane mitochondriale expose les extre´mite´s a` l’IMS. Le premier est direct,
il localise par immunochimie le N-terminus dans l’IMS, dans la conformation
inhibe´e par le CATR [Brandolin et al., 1989]. Le deuxie`me est indirect : ce sont
les expe´riences de liaison d’inhibiteurs et de profils de prote´olyses qui montrent
une asyme´trie, conse´quence d’une insertion unique dans la membrane.
L’existence de prote´ines membranaires de topologie duale, capable de s’in-
se´rer dans les deux sens possibles dans leur membrane native, a e´te´ re´cemment
de´montre´e [Rapp et al., 2006, 2007]. Les candidats a` la dualite´ posse`dent en
commun un faible biais arginine-lysine, c’est-a`-dire que le nombre de re´sidus
charge´s positivement dans les boucles extra-membranaires est le meˆme des deux
coˆte´s de la membrane. La mutation d’un unique re´sidu charge´ de telles prote´ines
peut alors permettre de re´orienter son insertion.
Dans le cas de bAAC1, le biais arginine-lysine est de treize ; une insertion
duale est peu probable. La proximite´ de prote´ines d’orientation oppose´es, acco-
le´es dans les cristaux, n’apporte pas d’information sur l’e´tat oligome´rique. Nous
nous limiterons donc a` de´crire les seules interfaces entre prote´ines oriente´es dans
le meˆme sens dans l’empilement cristallin.
2.4.2.4 Description des interfaces
Les monome`res A, B et C (figure 2.20) sont place´s a` des distances compatibles
avec une interaction. Le tableau ci-dessous regroupe les caracte´ristiques de ces
interactions ; une illustration en est donne´e par la figure 2.22.
Interface A–B A–C
Surface d’interaction (A˚2) 446 76
Surface d’interaction lipides exclus (A˚2) 132 53
Cardiolipide implique´ CDL801 CDL800
Re´sidus implique´s K51 ; K267 K9 ; I293
(contacts directs)
Tab. 2.9 – Interactions entre monome`res voisins. Les surfaces d’interaction sont
calcule´es avec le programme naccess.
Interface entre A et B Les deux cardiolipides CDL801 sont love´s l’un contre
l’autre : les chaˆınes acyles issues du phosphate B viennent s’intercaler entre les
chaˆınes du cardiolipides de l’autre monome`re. Il y a un contact prote´ique direct
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Fig. 2.20 – Empilements des mole´cules dans les deux formes cristallines. Les
prote´ines sont colore´es en bleu (IMS « vers le haut ») et rouge (matrice « vers le haut »).
A gauche l’empilement dans la forme centre´e, a` droite dans la forme primitive. En haut
les vues sont perpendiculaire a` l’axe confondu avec l’axe du cylindre – ou la normale
a` la membrane par extension. En bas une vue paralle`le a` cet axe. Les orientations des
plans repre´sente´s sont donne´es pour la forme centre´e, et repre´sente´e sur la maille au
centre de la figure (plan rouge en haut, plan bleu en bas).
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Fig. 2.21 – Anisotropie des donne´es de diffraction. Les trois courbes repre´-
sentent la moyenne des facteurs de structure selon chaque direction de l’espace re´ci-
proque, normalise´e par la de´viation standard, en fonction de la re´solution. On observe
une meilleure diffraction (des valeurs plus fortes) dans la direction a* que dans les
deux autres directions.
entre l’azote de K267A et l’oxyge`ne de la chaˆıne principale de K51B (et vice
versa, a` cause de la syme´trie). Les boucles C2 se font face.
Interface entre A et C Au niveau de cette interface les prote´ines sont globa-
lement plus e´loigne´es qu’au niveau de l’interface A-B. Il y a un contact prote´ique
direct entre l’azote de K9A et l’oxyge`ne de la chaˆıne principale de I293B . Ce
sont donc les extre´mite´s N- et C-terminales qui se font face.
2.4.2.5 Quelle pertinence biologique pour les interfaces dans les cris-
taux ?
La surface late´rale de la prote´ine L’analyse de la surface de la prote´ine
au niveau des zones de contact vues dans les cristaux peut aider a` identifier
si elles ont un sens biologique. Pour effectuer cette analyse on peut construire
des indicateurs de pertinence des interfaces qui se basent sur l’ampleur de la
surface implique´e dans le contact et/ou sur sa conservation, en suivant l’esprit
du travail de Valdar et Thornton [2001].
Ces auteurs examinent des interfaces cristallines de prote´ines solubles, et uti-
lisent la bioinformatique pour e´laborer un indicateur de leur caracte`re arte´fac-
tuel ou non. En substance, ils affirment que la concomittance d’une importante
surface d’interaction et d’une assez bonne conservation est un bon indicateur de
la pertinence biologique. Cependant sont releve´s des cas de contacts pertinents
peu importants et peu conserve´s.
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Fig. 2.22 – Interactions entre monome`res voisins. Les prote´ines A et B, A et
C sont repre´sente´es vues dans le plan de la membrane (en haut) et depuis la matrice
(en bas). Les prote´ines sont repre´sente´es en rubans et surface transparente, les lipides
en gris, baˆtons et surface transparente.
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La surface d’interaction est faible pour les interfaces entre A et B, plus
encore entre A et C. Ne´anmoins le cas des prote´ines membranaires est sans
doute particulier vis-a`-vis de ce parame`tre, puisque la contrainte de diffusion
dans l’espace bidimensionnel de la bicouche favorise la formation d’oligome`res
(voir la page 26).
On peut e´galement examiner la surface late´rale de la prote´ine en terme de
conservation. Pour cela on se´lectionne l’ensemble des acides amine´s qui re´-
pondent aux deux crite`res : eˆtre expose´s au solvant, eˆtre expose´s majoritaire-
ment sur cette surface late´rale. Il est alors possible d’examiner la conservation
de cette surface en fonction de l’endroit ou` l’on se place (figure 2.23.b), de la po-
sition verticale dans la membrane (figure 2.23.a), ou encore comparer la surface
late´rale a` la cavite´, a` la zone place´e entre les monome`res A et B, etc. . . (figure
2.23.c)
Le but d’un tel examen est de faire ressortir, si elle existe, une zone parti-
culie`re de la surface late´rale, qui pourrait ne pas avoir e´te´ repe´re´e par l’examen
manuel du mode`le cristallin. Cet examen peut eˆtre mene´ avec d’autres para-
me`tres pour chaque re´sidu : l’exposition au solvant, le volume du re´sidu15 (ces
deux derniers ne sont pas repre´sente´s sur la figure).
Aucun des indicateurs examine´s ne fait ressortir comme particulie`re une
quelconque zone du pourtour de la prote´ine. On voit sur le panneau (a) que
la conservation n’est pas plus forte au niveau du feuillet interne auquel appar-
tiennent les cardiolipides structuraux dans la sous-famille des AAC ; c’est par
contre le cas si l’on compare l’ensemble de la MCF. Le panneau (b) montre
qu’il n’y a pas de variations significatives de la conservation le long de la surface
late´rale ; les zones se trouvant « derrie`re » les cardiolipides ne pre´sentent pas
une meilleure conservation. Le panneau (c) permet de comparer la conservation
des diffe´rents sous-ensemble de re´sidus expose´s de la prote´ine. On note que la
conservation moyenne de la surface late´rale est du meˆme ordre que celle pour
toute la prote´ine, que la conservation de la zone entre les monome`res A et B est
plus faible que cette moyenne. Celle de la zone entre A et C est supe´rieure a` la
moyenne.
Bien que cela ne soit pas l’objet de notre discussion il est particulie`rement
inte´ressant de noter la forte conservation des re´sidus non expose´s au solvant, qui
ont comme autre particularite´ de se situer dans un intervalle e´troit en hauteur
selon la direction orthogonale a` la membrane (voir e´galement le paragraphe
Me´canisme de transport page 147).
Nos indicateurs doivent eˆtre conside´re´s comme semi-quantitatifs : la se´lec-
tion des re´sidus appartenant a` la surface late´rale est soumise a` l’appre´ciation
de l’ope´rateur, parfois les cardinaux des ensembles sur lesquels les moyennes
sont calcule´es sont petits, et les e´cart-types importants. Ne´anmoins l’absence
de spe´cificite´, quelle que soit la proprie´te´ observe´e, d’une zone quelconque de la
surface late´rale, dans la conformation inhibe´e par le CATR, est un argument en
faveur de l’aspect arte´factuel des interfaces que nous observons.
15Ce dernier peut eˆtre inte´ressant dans la mesure ou` la pre´sence de re´sidus de petit volume
favorise le rapprochement entre he´lices, et peut donc intervenir dans des interfaces.
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Fig. 2.23 – Surface late´rale et conservation. Le sche´ma du haut permet de comprendre a` quoi se rapporte les
histogrammes. La prote´ine, repre´sente´ par un cylindre, est subdivise´ en cinq zones : les re´sidus expose´s dans la cavite´
(bleu), coˆte´ espace intermembranaire (vert), sur la surface late´rale (jaune), coˆte´ matriciel (rouge) ou non expose´ (non
repre´sente´). (a) Histogramme par intervalle de hauteur le long de l’axe perpendiculaire a` la membrane de la conservation
des re´sidus de la surface late´rale, dans la sous-famille des AAC (bleu), et dans la famille MCF (pourpre). (b) Histogramme
par intervalle angulaire (voir aussi la figure 38) de la conservation des re´sidus de la surface late´rale, dans la sous-famille des
AAC (bleu), et dans la famille MCF (pourpre). (c) Meˆme histogramme de conservation pour les diffe´rents sous-ensembles
de´crits sur le sche´ma et pour les re´sidus de la surface situe´s au niveau des interface A-B et A-C. Il est inte´ressant de
noter la forte conservation de la cavite´, l’e´tonnante conservation des re´sidus non expose´e, et la meilleure conservation de
l’interface A-C par rapport a` A-B.
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Dans un article publie´ en 2005 (Nury et al. [2005]16 : Structural basis for lipid-
mediated interactions between mitochondrial ADP/ATP carrier monomers, nous
de´crivions nos re´sultats de cristallographie obtenus avec le complexe bAAC1-
CATR purifie´ a` faible force ionique.
Nous y expliquions que l’interface entre les monome`res A et B e´tait com-
patible avec les expe´riences de´crites dans la litte´rature, celles de microscopie
e´lectronique [Kunji et Harding, 2003] et de pontage des re´sidus cyste´ines [Ha-
shimoto et al., 1999] notamment. Dans le meˆme temps, nous re´affirmions la
ne´cessite´ de donne´es expe´rimentales supple´mentaires pour asseoir la re´alite´ bio-
logique de l’interface de´crite.
Toutefois le cœur du travail expe´rimental qui y est rapporte´ a` trait aux
cardiolipides vus dans la densite´ e´lectronique. Nous revenons sur l’analyse de
ces lipides dans la section ci-dessous.
2.4.3 Les cardiolipides lie´s a` la prote´ine
2.4.3.1 Les lipides des complexes membranaires
Le couplage entre prote´ines membranaires et lipides est intime Les
prote´ines membranaires sont inse´re´es dans des bicouches lipidiques qui ne consti-
tuent pas seulement une matrice hydrophobe uniforme. Les interactions entre
prote´ines et lipides sont e´troites et souvent spe´cifiques. En effet, ces interactions
doivent permettre les re´arrangements structuraux qui accompagnent la
fonction de nombreuses prote´ines (par exemple la Ca+-ATPase ou le cyto-
chrome bc1 ) tout en gardant intact l’imperme´abilite´ et la se´lectivite´ de
la membrane.
Diverses indications de l’importance de ce couplage peuvent eˆtre cite´es. La
premie`re couche de lipides qui entourent une prote´ine peut pre´senter une mobi-
lite´ restreinte [Marsh et Horvath, 1998]. Des domaines lipidiques de composition
particulie`re –les « rafts » – sont le lieu de re´sidence de prote´ines spe´cifiques. Le
type de lipides pre´sent dans une membrane peut influer sur l’activite´ des pro-
te´ines pre´sentes [Dowhan, 1997].
Assemblage, stabilite´ et fonction Les lipides peuvent influer sur le replie-
ment, le maintien de la structure, et l’activite´ des prote´ines membranaires.
Tout d’abord, la pre´sence de phosphatidylethanolamine est ne´cessaire au
bon repliement de LacY, comme le montre l’e´tude de son assemblage chez des
souches de E. coli de´pourvues de ce lipide [Bogdanov et Dowhan, 1998]. De
meˆme le contenu en lipides anioniques peut moduler le sens de l’insertion de
mutants de la leader peptidase [van Klompenburg et al., 1997].
Ensuite, il a e´te´ propose´ que la particularite´ des lipides des archaebacte´-
rie assure une plus grande stabilite´ aux complexes membranaires comme la
bacte´riorhodospine, dans une gamme e´tendue de tempe´rature ou de pH [Pomer-
leau et al., 1995] ; participant a` la survie en conditions extreˆmes. En l’absence
de lipides le cytochrome bc1 perd conjointement sa fonction et son organisation
16Cet article est place´ a` la fin du texte du manuscrit.
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oligome´rique [Scha¨gger et al., 1990]. Les lipides lie´s a` la prote´ine pourraient e´ga-
lement diminuer le «mismatch » hydrophobe en adaptant localement l’e´paisseur
de la membrane [quelle re´fe´rence ?].
Enfin, et ce dernier point peut eˆtre couple´ a` l’assemblage ou a` la stabilite´,
il existe des exemples nombreux de modulation de l’activite´ des prote´ines
membranaires par les lipides. Citons entre autres la bacte´riorhodopsine [Epand,
1998], la calcium ATPase [Lee, 1998], la cytochrome C oxidase [Pfeiffer et al.,
2003], les transporteurs mitochondriaux de citrate [Giudetti et al., 2002], de
phosphate [Kadenbach et al., 1982], d’ADP et d’ATP [Hoffmann et al., 1994].
Etude du couplage prote´ine–lipides en membrane, en micelles, dans
les cristaux Les e´tudes en membrane native, qui utilisent une souche mu-
tante incapable de produire un lipide particulier, permettent de mesurer l’acti-
vite´ d’une prote´ine dans son environnement naturel [Bogdanov et Dowhan, 1998,
Jiang et al., 2000]. Cependant leur interpre´tation est toujours complexe : par
exemple l’absence de cardiolipides dans la mitochondrie peut influer de plusieurs
fac¸ons sur le transport d’ADP.
Les travaux en syste`mes reconstitue´s sont comple´mentaires des pre´ce´-
dents, car ils pre´sentent l’avantage de s’inte´resser a` une prote´ine pure, place´e
dans un milieu controˆle´. Toutefois la purification re´alise´e au pre´alable doit per-
mettre de conserver l’activite´ et la stabilite´ de la prote´ine.
En effet, les conditions de manipulation des complexes membranaires en
solution, notamment la pre´sence ou l’ajout de lipides, conditionnent leur e´tat
fonctionnel. Ainsi l’ajout de lipides est ne´cessaire pour maintenir l’activite´ du
cytochrome b6f solubilise´ en He´cameg [Pierre et al., 1995] ; l’addition de phos-
phatidylcholine re´active le PSII solubilise´ en Triton X100 [Ruan et al., 2002] ;
la stabilite´ du transporteur d’ATP inhibe´ par l’ATR (mais pas par le CATR)
de´pend du rapport entre prote´ine et lipides [Beyer et Klingenberg, 1985].
Une fois les prote´ines solubilise´es, purifie´es et cristallise´es, la position des
lipides organise´s visibles dans les cartes de densite´ e´lectronique peut apporter des
informations sur le(s) roˆle(s) qu’ils jouent. Les nombreuses structures posse´dant
des lipides associe´s17 permettent de de´finir un e´ventail de ces roˆles, qui vont du
positionnement vertical ade´quat au maintien de l’oligome´rie en passant par une
participation a` la fonction (pour revue voir Palsdottir et Hunte [2004]).
2.4.3.2 Les cardiolipides : une particularite´ mitochondriale ?
Les cardiolipides (CDL) sont des « doubles » phospholipides, qui posse`dent
deux groupements phosphates relie´s par un glyce´rol, et quatre chaˆınes alipha-
tiques.
Si l’on trouve des cardiolipides dans la plupart des membranes biologiques,
leur importance est particulie`re dans les membranes internes de mitochondries
(qui contiennent de 10% a` 20% de CDL). Le phe´notype d’une souche de E.
coli mutante ne produisant pas de cardiolipides est proche du phe´notype de la
17Une liste en est disponible sur le web a` l’adresse sb20.lbl.gov/lipids.html
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souche sauvage. A l’inverse, de nombreuses prote´ines mitochondriales pre´sentent
une activite´ CDL-de´pendante, et les levures de´pourvues de ces lipides montrent
diverses de´ficiences [quelle re´fe´rence ?].
Cardiolipides et transporteur d’ADP et d’ATP De`s 1985, Beyer iden-
tifie la liaison forte de six mole´cules de cardiolipides par dime`re d’AAC [Beyer
et Klingenberg, 1985], difficiles a` de´tacher, et qui disparaissent si la prote´ine
est de´nature´e. Une dizaine d’anne´es plus tard, le groupe de Beyer publie un
article inte´ressant qui rapporte la modulation de la fixation d’un compose´ fluo-
rescent sur la cyste´ine 56 via l’ajout de cardiolipides [Beyer et Nuscher, 1996].
Lors de l’ajout d’ADP au complexe AAC-ATR solubilise´ en Triton X100, les au-
teurs observent la fixation d’un compose´ fluorescent (le N-(1pyrenyl)maleimide
ou PYM) sur C56 qui devient accessible. La vitesse de fixation du PYM ainsi
que le taux de fixation avant ajout d’ADP sont module´s par les cardiolipides.
La pre´sence de cardiolipides ralentit fortement la vitesse de fixation du PYM.
Elle diminue la fixation pre´alable a` l’ajout d’ADP, potentiellement corre´le´e a` un
mauvais repliement (figure 2.24). Cet effet est spe´cifique des cardiolipides, il est
perdu lorsque le pont reliant les groupements phosphate est dige´re´.
Fig. 2.24 – Influence des cardiolipides sur la fixation du PYM. Cette figure,
reprise de Beyer et Nuscher [1996] montre la de´pendance de la vitesse initiale de fixation
du PYM sur l’AAC. Les symboles ouverts correspondent a` la pre´sence d’un exce`s de
BA, les symboles ferme´s a` une pre´paration sans inhibiteur. L’insert, plus inte´ressant
que les courbes, repre´sente la trace de fluorescence obtenue apre`s ajout de PYM sans
cardiolipides (A), avec un ratio molaire de 46 (B) ou de 139 (C).
Bien qu’une souche de levure de´pourvue de cardiolipides conserve la capacite´
de croˆıtre sur une source de carbone non fermentescible [Jiang et al., 1997],
l’activite´ de l’AAC est dans ce cas infe´rieure a` 1/5 de l’activite´ de la prote´ine de
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la souche sauvage [Jiang et al., 2000]. De plus l’activite´ des mutants C73S, K179I
et K182I de scAAC2 est strictement de´pendante de la pre´sence de cardiolipides
lorsque mesure´e en liposomes [Hoffmann et al., 1994].
La pre´sence de cardiolipides permet d’autre part une augmentation de l’ac-
tivite´ du transporteur de phosphate, et e´vite sa de´naturation lors de la solu-
bilisation en Triton X100 [Kadenbach et al., 1982] ; le transporteur de citrate
d’anguille, dont les mitochondries sont enrichies en cardiolipides, est plus actif
que son homologue chez le rat [Giudetti et al., 2002].
2.4.3.3 Trois cardiolipides entourent l’AAC
Dans toute la suite, les cardiolipides sont repre´sente´s en orange, vert et
bleu pour les CDL800, 801 et 802 respectivement. La conformation des trois
cardiolipides qui entourent bAAC1 est illustre´ par la figure 2.25. Les interactions
de ces lipides avec la prote´ine sont montre´es par la figure 2.26 et re´capitule´es
par la figure 2.27.
Le cardiolipide CDL800 Les groupements phosphates de ce cardiolipide
inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaˆıne principale des re´sidus L156,
G157 et N158 pour le premier, de G72 et L74 pour le second (figure 2.26.a). Dans
la forme cristalline primitive, ce lipide est replie´ sur lui-meˆme, et seul ces deux
derniers re´sidus inter-agissent avec le phosphate. Les positions et la de´finition
des chaˆınes acyles sont e´galement largement diffe´rentes entre les deux formes
cristalline : une seule chaˆıne recourbe´e est visible dans la forme primitive. Il y
a une interaction de stacking entre le re´sidu W70 et une des chaˆınes acyles du
lipide.
Le cardiolipide CDL801 Les groupements phosphate de ce cardiolipide
inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaˆıne principale des re´sidus de
I53 et I54 pour le premier, de G272, A273, W274 et S275 pour le second (figure
2.26.b). Il y a une interaction de stacking entre une des chaˆınes acyles du lipide
et le re´sidu F270. Une autre chaˆıne forme une liaison hydroge`ne avec l’azote
indole de W274.
Le cardiolipide CDL802 Ce lipide est peu de´fini dans la forme primitive,
et il adopte une conformation diffe´rente de celle vue dans la forme centre´e.
Les groupements phosphate inter-agissent avec les atomes d’azote de la chaˆıne
principale des re´sidus de T252 et G253 pour le premier, de N177 pour le second
(figure 2.26.c). Il y a une interaction de stacking entre le re´sidu Y173 et une des
chaˆınes acyles du lipide.
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Fig. 2.25 – Les cardiolipides dans les deux formes cristallines. Les cardio-
lipides sont repre´sente´s en orange, vert et bleu pour les CDL800, 801 et 802 respec-
tivement. Les atomes de phosphore, d’oxyge`ne, et de carbone portent des couleurs
diffe´rentes. Les baˆtons les plus fins correspondent aux lipides de la forme primitive
dans le panneau du haut.
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Fig. 2.26 – Interactions des cardiolipides avec la prote´ine. Les cardiolipides
sont repre´sente´s en orange, vert et bleu pour les CDL800, 801 et 802 respectivement.
Les atomes de phosphore, d’oxyge`ne, et de carbone portent des couleurs diffe´rentes.
Les principaux re´sidus interagissant avec les lipides sont repre´sente´s par des batonnets.
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Fig. 2.27 – Cardiolipides et pseudo-syme´trie interne.
Les cardiolipides et la pseudo-syme´trie interne On peut voir sur la figure
2.27 que les cardiolipides interagissent notamment avec des re´sidus similaires de
chacun des trois domaines de bAAC1. Ils occupent des positions obe´issant a`
la pseudo-syme´trie d’ordre trois, et leurs parties polaires sont superposables.
Les chaˆınes aliphatiques par contre pre´sentent des conformations diffe´rentes.
Le cardiolipide CDL801 est de loin le mieux de´fini dans les cartes de densite´
e´lectronique ; ses chaˆınes sont moins e´tendues que celles des deux autres lipides.
2.4.3.4 Quel(s) roˆle(s) pour les cardiolipides de l’AAC ?
Dans un article de 2005 [Nury et al., 2005], nous avons e´voque´ trois roˆles
possibles pour les cardiolipides : participer a` une interface de dime´risa-
tion et au dialogue entre monome`res ; assurer une meilleure stabilite´
structurale du complexe ; accompagner les changements de conforma-
tions.
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Fig. 2.28 – Quels roˆles peut-on imaginer pour le CDL801 a` partir de la
structure ? Le panneau de gauche montre le roˆle d’agrafe entre des e´lements de
structure secondaires que joue les cardiolipides (ici le CDL801). Le panneau de droite
montre la position particulie`re du CDL801, et les re´sidus qui l’entourent. L’e´ventuelle
implication de ce cardiolipides dans le me´canisme de transport est discute´e a` la fin du
manuscrit.
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Dime´risation. Nous avons vu qu’il n’y a pas d’indicateurs clairs de pertinence
pour les interfaces dime´riques des cristaux. Les interfaces de´crites sont possibles
plus que plausible ; toutefois cela ne signifie pas que les cardiolipides n’inter-
viennent pas dans un dialogue e´ventuel entre monome`res. Dans la membrane,
si deux mole´cules d’AAC se trouvent coˆte-a`-coˆte et coope`rent, si un cardio-
lipide accompagne les mouvements prote´iques, il serait e´tonnant qu’il ne soit
pas implique´ dans la coope´ration. Il faut garder a` l’esprit que les cardiolipides
couvrent la prote´ine sur plus de la moitie´ de sa surface au niveau du feuillet in-
terne. Ne´anmoins, tant que l’oligome´rie en membrane ne sera pas connue, cette
participation au dialogue restera hypothe´tique.
Stabilite´ structurale. Les cardiolipides « agrafent » le de´but des he´lices
transmembranaires paires et les petits segments he´licaux matriciels (figure 2.28).
En cela ils participent a` la stabilite´ du complexe. Ce roˆle de stabilisation conforte
les re´sultats de la biochimie qui te´moignent d’une meilleure activite´ de trans-
port en pre´sence de cardiolipides, pour des prote´ines mutantes ou destabilise´es
pendant la purification [Hoffmann et al., 1994, Beyer et Klingenberg, 1985].
Roˆle fonctionnel. Enfin, en regroupant donne´es biochimiques et structurales,
on peut dessiner l’e´bauche d’un me´canisme de transport dans lequel les cardioli-
pides jouent un roˆle fonctionnel d’accompagnement. Comme cette e´bauche reste
largement hypothe´tique, je l’ai place´e dans la section Me´canisme de transport
du dernier chapitre, page 147.
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2.5 Discussion
Nous avons passe´ en revue l’abondante litte´rature qui argumente en faveur
d’une organisation dime´rique du transporteur d’ADP et d’ATP. Nous avons
ensuite pre´sente´ des expe´riences biophysiques de caracte´risation de l’e´tat oligo-
me´rique, puis nos re´sultats de cristallographie.
Ce que disent les expe´riences biophysiques Les re´sultats de l’ultracen-
trifugation analytique montrent que bAAC1 est un monome`re en solution. Ces
re´sultats sont appuye´s par des expe´riences re´centes de chromatographie par ex-
clusion de taille et de se´dimentation a` l’e´quilibre, qui mettent en e´vidence un
monome`re de scAAC2 et scAAC3 dans diffe´rents de´tergents [Bamber et al.,
2006]. Par contre, nos re´sultats sont en de´saccord avec ceux obtenus au de´but
des anne´es 1980 dans le groupe de Klingenberg [Hackenberg et Klingenberg,
1980, Lin et al., 1980]. Si on analyse les profils de se´dimentation pre´sente´s dans
la figure 6 de Hackenberg et Klingenberg [1980], on note que la raideur du front
pour le complexe prote´ine–lipides–de´tergent est moindre que celle du front pour
la micelle de de´tergent. Le complexe prote´ique est vraisemblablement plus gros
que la micelle, et devrait donc pre´senter un front plus raide (car D ∝ 1/RH
d’apre`s la relation Stokes-Einstein). Est-il possible que ce front corresponde a`
un me´lange d’espe`ces non re´solues ?
Nos expe´riences de diffusion de neutrons, conduites avec des e´chantillons
monome´riques donnent des re´sultats proches de ceux obtenus par Block et al.
[1982]. Toutefois les conclusions sont oppose´es. Tout en mettant l’accent sur
l’incertitude qui entaˆche la de´termination du point de contraste, nous montrons
l’accord possible des donne´es avec un mode`le monome´rique, tandis que Block
et al. [1982] concluent que la prote´ine est dime´rique.
Il y a de fortes similitudes entre la conduite des expe´riences de diffusion de
neutrons de Block et des noˆtres. Les deux utilisent la prote´ine bovine inhibe´e par
le CATR, solubilise´e en Lapao. Les me´thodes de purification sont identiques, a`
l’exception de l’incubation en pre´sence de Biobeads. En 1982 le point d’annula-
tion du contraste est de´termine´ avec une solution de Lapao a` 4%, il est de 10%
D2O. Nous utilisons un extrait de membrane mitochondriale solubilise´ en Lapao
(environ 12%), quasi de´nue´ de prote´ine, et de´terminons un matching point de
15% environ. Les valeurs de rayon de giration (30 A˚ environ dans les deux cas)
sont identiques, alors que celles de masse particulaire (entre 56 kDa et 61 kDa
pour Block, et entre 40 et 47 kDa pour nous) sont diffe´rentes.
Dans notre cas, la de´termination de matching point pose proble`me a` cause
de la complexite´ du me´lange qui contient beaucoup de lipides et de de´tergent. Ce
meˆme proble`me, plus aigu encore en l’absence de traitement par Biobeads, devait
exister en 1982. Nous avons vus que si l’on se place le´ge`rement a` coˆte´ du matching
point, alors le de´tergent lie´ intervenait dans le calcul de la masse a` partir de I(0)
– rendant non pertinente la valeur calcule´e. Nous avons e´galement vu qu’un
rayon de giration de 30 A˚ e´tait compatible avec un complexe monome´rique liant
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environ 1,5 g/g de de´tergent. Enfin l’ultracentrifugation nous permet de savoir
que notre prote´ine est monome´rique.
L’ensemble de ces arguments permet de conclure a` une interpre´tation errone´e
des re´sultats de [Block et al., 1982]. On ne peut donc pas s’appuyer sur cette
expe´rience pour de´fendre un mode`le dime´rique.
Il est inte´ressant de remarquer la spe´cificite´ de la longue e´tude des transpor-
teurs mitochondriaux. Nous avons e´tudie´ l’oligome´rie a` l’aide de techniques de´ja`
employe´es pour ce syste`me au moment de ma naissance. Lorsque des expe´riences
contradictoires sont se´pare´es par plus de vingt ans, il peut eˆtre difficile de les
comparer. Depuis les anne´es 1980, les appareils comme les outils sous-jacents ont
progresse´. Par exemple, on peut aujourd’hui obtenir ab initio l’enveloppe d’une
prote´ine a` partir de donne´es de diffusion aux petits angles, graˆce aux de´velop-
pements du groupe de D. Svergun ; les programmes de P. Schulk permettent la
mode´lisation conjointe d’expe´riences de diffusion de lumie`re, d’ultracentrifuga-
tion. . .
Il faut e´galement veiller a` ne pas re´interpre´ter une querelle des classiques et
des modernes. Pour un « petit nouveau », il est plus facile de bien connaˆıtre les
travaux re´cents, ceux qui mettent en relief le questionnement quant au dime`re,
que d’avoir une vue claire de l’impressionnante masse de travaux accumule´s
depuis les anne´es 1970 qui le supportent.
Ce que disent les expe´riences de liaison des inhibiteurs Un argument
fort en faveur d’une organisation dime´rique est la stœchiome´trie de liaison du
CATR, mesure´e dans les anne´es 1970 [Riccio et al., 1975b]. Il faut moitie´ moins
de CATR que de prote´ine pour inhiber totalement le transport. La valeur de
cette stœchome´trie de´pend de la concentration prote´ique mesure´e. Celle-ci est
obtenue apre`s solubilisation par un dosage colorime´trique de Lowry, qui n’est
pas toujours en accord avec la microanalyse en acides amine´s.
La stœchiome´trie 2 :1 de liaison du BA est re´gulie`rement de´crite comme
de´montre´e par des travaux de Aquila et al. [1978]. Toutefois les auteurs de
cet article insistent sur la difficulte´ de quantifier la fixation spe´cifique de ce
compose´ lipophile. Des quantite´s e´quivalentes de CATR et de BA sont fixe´es en
l’absence d’ADP et sans extraction de Brij ; par contre en pre´sence d’ADP et
apre`s extraction de Brij il est possible de fixer quatre fois plus de BA que de
CATR pour une meˆme quantite´ de prote´ine.
La courbe de saturation du CATR pre´sente une forme sigmo¨ıdale [Vignais
et al., 1971] caracte´ristique d’une coope´rativite´ entre plusieurs sites de liaison
par unite´ fonctionnelle. Or sur la base de la structure il est difficile d’imagi-
ner plusieurs sites CATR par monome`re. Cette coope´rativite´ plaide donc pour
une organisation supramole´culaire. Notons que si l’on combine coope´rativite´ et
stœchiome´trie 2 :1, alors l’oligome`re requis est un minimum un te´trame`re.
La pre´sence de nucle´otides augmente le nombre total de sites de fixation pour
les deux classes d’inhibiteurs (voir Vignais et al. [1973] pour le CATR et Aquila
et al. [1978] pour le BA). Il peut s’agir d’un phe´nome`ne de de´masquage (avec
un site secondaire pour le nucle´otide) ou d’un phe´nome`ne d’interconversion, qui
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implique alors une dynamique de l’assemblage oligome´rique.
Ce que disent les chime`res dime´riques La fusion de deux ge`nes codant
pour l’AAC permet de restaurer la croissance d’une souche de levure de´pour-
vue d’AAC endoge`ne [Tre´ze´guet et al., 2000]. Deux transporteurs sont donc
capables de fonctionner coˆte-a`-coˆte. De plus la sensibilite´ des he´te´rochime`res
AAC-PiC aux inhibiteurs spe´cifiques des deux transporteurs [Postis et al., 2005]
montre une interaction entre « sous-unite´s ». Pour expliquer cette interaction
dans le cadre d’un mode`le dime´rique, les auteurs proposent une dynamique de
l’association/dissociation des AAC. L’e´tude de la biogene`se des transporteurs
mitochondriaux aboutit e´galement a` une proposition d’association dynamique
[Dyall et al., 2003].
Ce que dit la structure La structure du transporteur bovin bAAC1 en com-
plexe avec le CATR est celle d’un monome`re. Dans les cristaux de forme centre´e,
obtenus apre`s purification a` faible force ionique, les cardiolipides structuraux
sont mieux de´finis, et se´parent des monome`res adjacents de meˆme orientation.
Dans un article re´cent, Bamber et al. [2006] affirment qu’un dime`re ne peut faire
intervenir uniquement les cardiolipides au niveau de l’interface. L’argument est
qu’il est ne´cessaire qu’interviennent des liaisons prote´ine-prote´ine spe´cifiques
pour diffe´rencier les transporteurs MCF entre eux. Toutefois, les cardiolipides
occupent plus de la moitie´ de la surface late´rale de la prote´ine au niveau du
feuillet interne. Il est donc difficile d’imaginer un assemblage supramole´culaire
qui ne fasse pas intervenir ces lipides.
Une organisation fragile Nous avons vu que la bAAC1 est monome´rique en
solution ; nous avons releve´ les indices d’une organisation supramole´culaire. Si
cette organisation existe, elle est suffisamment faible pour ne pas eˆtre mise en
e´vidence en pre´sence de de´tergent et de sels a` assez haute concentration.
Les prote´ines membranaires abondantes sont souvent organise´es en zones
denses au sein des membranes biologiques (un exemple re´cent est l’organisation
de VDAC dans la membrane externe mitochondriale, Goncalves et al. [2007]).
Une organisation dense de l’AAC dans la membrane interne des mitochon-
dries permettrait d’expliquer la plupart des expe´riences d’oligome´rie. Une telle
organisation n’implique pas force´ment de collaboration fonctionnelle, bien que
des changements de conformations coordonne´s puissent eˆtre favorables. De telles
zones sont souvent pauvres en lipides. Nous avons toutefois passe´ en revue les
arguments en faveur d’un couplage structural et fonctionnel de l’AAC et des car-
diolipides (voir aussi a` partir de la page page 147), et je pense que ce couplage
serait conserve´ dans une organisation dense.
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Vers la structure d’une
autre conformation
S’il n’existe pas de me´thode ge´ne´rale, rapide ou toujours couronne´e de succe`s
pour obtenir une structure de prote´ine membranaire, quelques balises jalonnent
cependant le chemin qui me`ne de la prote´ine en membrane au cristal diffractant.
La stabilisation d’une conformation prote´ique a` l’aide d’un substrat et le bon
controˆle du complexe prote´ine–lipides–de´tergent sont deux de ces jalons.
Le me´canisme du transport d’ADP et d’ATP, bien qu’on puisse espe´rer l’en-
trevoir par une approche de dynamique mole´culaire sur la base de la struc-
ture existante, ne sera pas compris dans sa globalite´ avant qu’au moins une
autre conformation du transporteur soit connue a` l’e´chelle atomique. Ce cha-
pitre aborde quelques proble`mes pose´s par la recherche de cette autre conforma-
tion. Il rapporte les tentatives –pour le moment infructueuses– que nous avons
re´alise´es pour y re´pondre.
3.1 Beaucoup de de´tergent et de lipides
3.1.1 Un me´lange complexe
Le controˆle des constituants d’un complexe membranaire est parfois
primordial Pour d’assez nombreux syste`mes, le type, la quantite´ de lipides et
de de´tergent exercent une influence de´terminante sur la cristallisation. Ainsi la
lactose perme´ase de E. coli cristallise sous trois formes diffe´rentes en fonction de
la quantite´ de phospholipides qui lui sont associe´s [Guan et al., 2006]. Si le ratio
lipides–prote´ine est infe´rieur a` 8, les cristaux sont hexagonaux et diffractent a`
5 A˚, s’il est compris entre 9 et 16 les cristaux sont te´tragonaux et diffractent
a` 2,6 A˚, enfin s’il est compris entre 18 et 25 les cristaux sont orthorhombiques
et diffractent a` 3 A˚. Le transporteur de glyce´rol phosphate de E. coli ne donne
des cristaux isotropes inte´ressants que dans un me´lange de DDM et de C12E9
de stoechiome´trie pre´cise 2,5 :1 [Lemieux et al., 2003].
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La diminution de moitie´ de la concentration en de´tergent a e´te´ une des e´tapes
cruciales de la re´solution de structure du complexe bAAC1-CATR [Dahout-
Gonzalez et al., 2003].
Un me´lange complexe Le dosage du de´tergent en utilisant du Lapao ra-
dioactif, et le dosage des lipides par la quantification du phosphore, permettent
de de´terminer un ratio prote´ine–lipides–de´tergent dans la solution utilise´e pour
la cristallisation. Ce rapport est d’environ 1 :170 :1000 en nombre de moles.
De nombreux lipides et beaucoup de de´tergent sont donc co-purifie´s, et accom-
pagnent la prote´ine de sa solubilisation a` la concentration finale.
Le me´lange final est donc complexe et le controˆle exerce´ sur ce me´lange est
difficile, ce que refle`te le fait que peu de pre´parations donnent de bons cristaux.
Tous les jeux de donne´es utilisables pour la re´solution de structure, depuis le
de´but du travail sur l’AAC au laboratoire, ont e´te´ enregistre´s avec des cristaux
issus de seulement trois lots de purification !
Des constituants difficiles a` se´parer Un unique pic d’e´lution avec un e´pau-
lement est obtenu lors du passage de la pre´paration prote´ique sur une colonne
de chromatographie par exclusion de taille (figure 3.1). Apre`s de´poˆt sur un
gradient de densite´, les constituants ne sont correctement se´pare´s qu’avec une
longue dure´e de centrifugation.
Fig. 3.1 – Chromatographie d’exclusion de taille du complexe bAAC1. A
gauche le profil d’e´lution du complexe prote´ique –et des espe`ces co-purifie´es– sur une
colonne analytique Superdex200. A droite la chromatographie pre´parative sur colone
Ultrogel AcA du meˆme e´chantillon. Dans les deux cas, on observe un pic d’e´lution
unique contenant les micelles prote´iques et celles de´pourvues de prote´ine.
Les proprie´te´s hydrodynamiques des complexes prote´ine–de´tergent et des
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micelles qui ne contiennent pas d’AAC sont donc proches. La comparaison des
rayons de particules obtenus en ultracentrifugation analytique, par la diffusion
de neutrons ou par la diffusion dynamique de lumie`re nous le confirme.
Ainsi le rayon hydrodynamique obtenu pour le complexe prote´ique est de
38±2 A˚ en AUC, alors que celui calcule´ pour des micelles de Lapao pures est
de 31 A˚. La diffusion des neutrons est compatible avec un rayon de giration de
31±2 A˚ ; des mesures de diffusion de lumie`re (appareil du laboratoire DynaPro
de Protein Solutions) donnent un rayon de giration de 28 a` 32 A˚ pour la micelle
de Lapao, et de 37 a` 39 A˚ pour les particules dans la solution prote´ique avant
cristallisation. Attention toutefois de garder en teˆte que ces valeurs ne sont pas
comparables directement d’une technique a` l’autre.
3.1.2 Quelle strate´gie adopter ?
Le proble`me de l’instabilite´ en l’absence de substrat L’AAC solubilise´
est instable lorsque sa conformation n’est pas bloque´e par un inhibiteur. Par
exemple, les changements de fluorescence intrinse`que lors de l’ajout d’inhibiteurs
ne sont plus observables avec une pre´paration de plus de quelques heures. De
plus, lors d’un essai de purification de la prote´ine en l’absence de CATR, ajoute´
seulement dans les gouttes de cristallisation, nous avons obtenu –au mieux– de
vilains cristaux qui ne diffractent pas.
Il manque une chromatographie d’affinite´ pour l’AAC bovine On peut
de´crire la chromatographie d’hydroxylapatite, qui permet de se´parer l’AAC des
autres prote´ines mitochondriales, comme une me´thode de purification inverse´e.
Tous les « contaminants » sont retenus par la re´sine et seule l’AAC est e´lue´e.
Il n’existe pas de re´sine de chromatographie qui permette la re´tention de la
prote´ine. Les re´sines commerciales vendues pour lier les prote´ines ayant l’ATP
comme substrat ne sont pas utiles pour bAAC1 (par exemple mes essais avec
les re´sines ATP-Binders de Novagen1, BlueCartridge de Biorad ou HiTrap blue
de GE lifescience ont e´te´ infructueux).
La chromatographie d’affinite´ est bien suˆr accessible aux prote´ines recombi-
nantes produites chez la levure ou en bacte´rie, qui peuvent eˆtre munies d’une
e´tiquette approprie´e. Le syste`me bovin garde toutefois le double avantage de
l’abondance et d’une conformation initiale correcte (contrairement a` la produc-
tion en bacte´rie).
Une double utilite´ pour un ligand ou un partenaire prote´ique L’em-
ploi d’un ligand ou d’un partenaire convenablement modifie´ peut permettre de
re´soudre a` la fois le proble`me de la stabilite´, par le bloquage d’une conformation,
et le proble`me du controˆle de l’environnement, en permettant l’ancrage sur une
re´sine de chromatographie.
1Il s’agit d’une re´sine Se´pharose fonctionnalise´e avec un ATP par l’interme´diaire d’une
chaˆıne a` 10 carbones relie´e a` son phosphate γ.
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Ancrage avec un ligand modifie´ Les atractylosides sont des compose´s na-
turels. Leur ancrage sur une re´sine sans perte d’affinite´ passe par la fonctionna-
lisation au niveau de l’alcool primaire du glucose (figure 1.6 page 12). Il n’existe
a` ma connaissance qu’un unique travail de´crivant la synthe`se d’une telle re´sine
succynil-ATR-amino-sepharose [Vignais et al., 1979]. Or, lors de la synthe`se, il y
a compe´tition entre l’alcool primaire et l’alcool secondaire, puis lors du couplage
au motif amine´, entre le carboxylate du succinyl et celui de l’ATR. De plus la
liaison ester d’ancrage reste le´ge`rement labile en milieu aqueux. Le couplage
strictement controˆle´ d’un actractyloside a` une re´sine via l’alcool primaire est
un proble`me de chimie complique´, long, incertain (L. Lebeau, communication
personnelle). Une alternative plus abordable pourrait eˆtre le couplage via l’acide
carboxylique ; ne´anmoins celui-ci joue un roˆle dans l’interaction avec la prote´ine.
Nous avons envisage´ l’usage de nucle´otides modifie´s connus pour se fixer
sur le transporteur (par exemple le naphtoyl-ADP ou un ADP cage´) lors de la
cristallisation. Il n’est pas e´conomiquement possible de re´aliser la purification
avec de tels nucle´otides. En effet leur affinite´ pour l’AAC est faible, et il faut
donc que tous les tampons contiennent de l’ordre de 1 mM de ces compose´s,
souvent tre`s chers. Ne´anmoins, si on dispose du moyen d’e´changer un substrat
pour un autre, on peut imaginer, par exemple, une purification en pre´sence
d’ATR qui serait e´change´ pour un nucle´otide modifie´ a` la fin.
Afin de ne pas diminuer l’affinite´ –de´ja` faible pour un usage en chromato-
graphie– d’un nucle´otide modifie´ pour l’AAC, il convient de le greffer sur une
re´sine en position 2’ ou 3’ du sucre (voir la figure 1.5 a` la page 11). Divers de´rive´s
commerciaux de nucle´osides sur ces positions sont disponibles (par exemple chez
Trilink Biotechnologies). Leur couplage avec une re´sine de type Ultrogel Aca via
un bras hydrosoluble de taille bien choisie semble possible. Quelques discussions
ont eu lieu avec des chimistes disposant de l’expertise ne´cessaire dans le domaine
des nucle´otiodes modifie´s.
Utilisation de partenaires prote´iques Le roˆle de l’AAC dans l’apoptose
est de´battu. Les de´fenseurs de son implication dans la transition de perme´abilite´
lui attribuent des partenaires prote´iques. L’affinite´ entre l’AAC et certains de
ces partenaires est e´value´e autour du nanomolaire (voir la page 105). Sur cette
base, le de´tournement de l’interaction entre l’AAC et un de ses partenaires a`
des fins de purification est une ide´e plausible, et meˆme se´duisante.
Nous nous sommes donc engage´s sur cette piste, parce que nous disposions
des compe´tences pour la parcourir, et parce que les perspectives en cas de succe`s
nous semblaient tre`s inte´ressantes.
Ne´anmoins, avant de rendre compte des essais d’interaction entre l’AAC et
les deux partenaires que nous avons utilise´s (la cyclophiline D d’une part, et
Vpr d’autre part), il convient de rapporter une se´rie d’essais rapides qui n’ont
pas e´te´ poursuivis faute de temps et concernent la pre´paration des e´chantillons
de prote´ine. C’est l’objet de la prochaine section.
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3.1.3 Essais divers autour de la se´paration des constituants
du me´lange
3.1.3.1 Se´paration de l’exce`s de de´tergent par gradient de densite´
La migration dans un gradient en concentration de saccarose a parfois e´te´
utilise´e pour la pre´paration d’e´chantillons d’AAC. Ces e´chantillons e´taient des-
tine´s a` l’ultracentrifugation analytique [Hackenberg et Klingenberg, 1980] ou a`
l’analyse des cardiolipides [Beyer et Klingenberg, 1985] [Hoffmann et al., 1994].
Nous avons pre´pare´ des gradients par conge´lation, par superposition de
couches de densite´s diffe´rentes, et a` l’aide d’un me´langeur commercial. Dans
notre cas ces me´thodes donnent des re´sultats e´quivalents, c’est la dernie`re que
nous avons employe´e syste´matiquement apre`s les premiers essais. Des gradients
de 2% a` 20% de saccarose sont bien adapte´s a` notre complexe prote´ique. Le
tampon est ge´ne´ralement celui de la chromatographie AcA (voir page 72).
La figure 3.3 illustre les re´sultats de la se´paration du complexe prote´ique
d’avec l’exce`s de de´tergent et de lipides. On constate que la prote´ine se com-
porte de manie`re nettement diffe´rente en fonction du de´tergent pre´sent dans
le gradient. Ces diffe´rences de comportement pourraient ouvrir la porte a` de
nouvelles pistes de cristallisation (figure 3.2).
Il est important de noter la dure´e inhabituelle de centrifugation de la prote´ine
de´pose´e sur gradient de saccarose. En effet, une centrifugation a` 100000 g toute
la nuit ne suffit pas a` se´parer les micelles prote´iques de celles ne contenant pas
d’AAC. Les parame`tres hydrodynamiques mesure´s en ultracentrifugation analy-
tique explique cette « mauvaise » se´paration : le complexe prote´ique se´dimente
faiblement.
Fig. 3.2 – Pistes cristallines en sortie de gradient de saccarose. Un e´chantillon similaire aux fractions du fond
du tube de la figure suivante (panneau de gauche) a e´te´ soumis a` un test de cristallisation. Parmis les quelques six cents
conditions teste´es, on obtient des pistes cristallines. (a) 0,01 M sulfate de zinc, 25% PEG-MME 550 dans un tampon Mes
pH 6,5 (b) 0,01 M chlorure de magne´sium, 4 M chlorure de lithium dans un tampon Hepes pH 7 (c) 0,2 M chlorure de
calcium, 14% PEG 400 dans un tampon Hepes pH 7,5. Enfin, (d) correspond a` un e´chantillon du haut du gradient, avec
beaucoup de lipides et de de´tergent mais presque pas de prote´ine. On observe alors parfois des objets organise´s bire´fringents
en pre´sence de PEG.
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Fig. 3.3 – Migration du complexe bAAC1 dans un gradient de saccarose. A
gauche on peut voir la bonne se´paration entre le complexe prote´ique et les lipides (et
le de´tergent) surnume´raires. La courbe rouge donne la concentration approximative en
lipides dans chaque fraction : les lipides restent a` la surface du gradient tandis que la
prote´ine descend au fond. Le pic d’absorbance vers la surface est duˆ a` un contaminant
inconnu qui absorbe a` 280 nm. A droite on peut voir l’effet du de´tergent sur la re´-
partition dans le gradient des complexes prote´iques. Les diffe´rences sont grandes entre
Lapao, C12E8 et DDM. A noter la diffe´rence entre le gradient Lapao de gauche et
celui de droite, qui refle`te des conditions expe´rimentales certes le´ge`rement diffe´rentes,
mais aussi une variabilite´ intrinse`que de nos pre´parations.
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3.1.3.2 Utilisation d’amphipols
Les amphipols sont des mole´cules tensio-actives non de´tergentes, des poly-
me`res amphipiles, capables de maintenir en solution les prote´ines membranaires.
(pour revue voir [Popot et al., 2003], et pour les diverses applications : main-
tien en solution [Prata et al., 2001], stabilisation [Picard et al., 2006], aide au
repliment [Pocanschi et al., 2006], etc. . . )
Nous avons teste´ l’influence de l’ajout d’amphipols sur le comportement de
bAAC1. Ces tests sont ne´s d’une question double : peuvent-ils jouer un roˆle de
stabilisation de la prote´ine ? Peuvent-ils servir d’ancres –non spe´cifiques– pour
la retenir sur une re´sine et permettre le controˆle de son environnement ? Ils ont
e´te´ possibles en collaboration avec Jean-Luc Popot (IBPC), qui a fourni mate´riel
et conseils, et graˆce a` Fabrice Guisti (IBPC) qui a pre´pare´ l’amphipol A8-35 et
son homologue biotinyle´.
Une stabilisation en pre´sence d’amphipols ? L’attachement multipoints
d’une mole´cule d’amphipol sur une prote´ine membranaire peut eˆtre a` l’origine
d’un effet de stabilisation d’une conformation, par exemple dans le cas de la
calcium–ATPase [Champeil et al., 2000] [Picard et al., 2006]. Cette stabilisation
est image´e sous le nom « d’effet Gulliver ». Nous avons vu que les conforma-
tions inhibe´es de l’AAC se caracte´risent par des e´tats diffe´rents de fluorescence
intrinse`que. Les changements de fluorescence observables en de´tergent sont to-
talement supprime´s par un ajout d’amphipols (4 g par gramme de prote´ine)
(figure 3.4).
Fig. 3.4 – La pre´sence d’amphipols supprime les changements de fluorescence intrinse`que lors de l’ajout
d’ADP ou de CATR. A gauche (a) un trace´ des variations de fluoresence intrinse`que de la litte´rature [Brandolin et al.,
1993]. Nous observons des changements qualitativement semblables avec notre e´chantillon (en sortie de chromatographie
AcA) en (c). Si on ajoute de l’amphipol en (b) et (d), on n’observe plus apre`s ajout de variation de fluorescence. Les
mesures sont faites avec une excitation a` 297 nm et un enregistrement a` 345 nm dans le tampon AcA en pre´sence de 0,75%
de glyce´rol. Les ajouts sont de 5 µL d’ATP ou de CATR a` 1 mM et de 4 g d’amphipol en poudre par gramme de prote´ine.
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On ne peut pas tirer de conclusions d’expe´riences aussi pre´liminaires. Tout au
plus peut-on e´mettre deux hypothe`ses. La plus positive imagine que l’absence de
variations de fluorescence indique une stabilisation de la (des) conformation(s)
des prote´ines en solution. La plus ne´gative envisage une destabilisation de la
prote´ine qui aboutit a` un comportement semblable a` celui d’une pre´paration qui
attend trop longtemps a` 4◦C (trop longtemps signifiant ici une demi-journe´e).
Re´tention sur colonne graˆce a` un amphipol biotinyle´ Avec un amphipol
biotinyle´, il est possible de retenir bAAC1 sur une re´sine Streptactine (IBA) tout
comme sur une surface Biacore fonctionnalise´e avec la streptavidine (figure 3.5).
La quantite´ de prote´ine immobilise´e sur la re´sine de´pend fortement du temps
d’incubation avec les amphipols ; et l’e´lution doit eˆtre optimise´e. Toutefois cette
approche semble prometteuse et me´riterait d’eˆtre explore´e.
Fig. 3.5 – Re´tention d’un complexe prote´ine–amphipol biotinyle´ sur billes de streptactine et surface
Biacore. (a) Un gel d’e´lectrophore`se montre la re´tention d’une partie de la prote´ine sur une re´sine Streptactine en
pre´sence d’amphipol biotinyle´ (4 g/g ). Une incubation de 30 minutes a lieu ; le me´lange est ensuite incube´ 30 minutes
ou 24 heures avec de la re´sine streptactine (200 µL de re´sine pour 0,1 mg de prote´ine). Apre`s un lavage extensif dans
quatre fois 2 mL de tampon, l’e´lution de la prote´ine est provoque´e par un lavage dans 1% DDM. On observe bien la
fixation de prote´ine sur la re´sine : 1. la piste NR pour non retenu est moins intense que la piste controˆle et 2. le de´poˆt
de billes montre de la prote´ine fixe´e. Cette fixation est meilleure avec un grand temps d’incubation. L’e´lution est faible :
une part importante de la prote´ine reste fixe´e au support. Elle n’est pas ame´liore´e en doublant la quantite´ de de´tergent ou
en employant le Lapao (non montre´). (b) Fixation du complexe bAAC1-amphipol biotinyle´ sur une surface recouverte de
streptavidine, mesure´e en re´sonance plasmonique de surface. Les injections successives permettent d’observer une fixation
du complexe. Apre`s injection de DDM on a un de´crochage partiel. L’injection de sel est une erreur.
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3.2 Utilisation de partenaires prote´iques
3.2.1 La cyclophiline D et VPR
Pre´sentation de la cyclophiline D Les cyclophilines forment une famille
ubiquitaire de prote´ines qui catalysent l’isome´risation cis–trans du lien pep-
tidylproline. Elles interviendraient dans le repliement des nouvelles prote´ines
[Galat, 1993]. Il existe un inhibiteur puissant de l’activite´ isome´rase qui agit a`
des concentrations de l’ordre de 1 nM : la cyclosporine A. La cyclophiline D est
le membre de cette famille pre´sent dans la matrice mitochondriale. C’est une
prote´ine soluble de 178 acides amine´s.
Interaction de l’AAC avec la cyclophiline D Des travaux inde´pendants
du groupe de Halestrap [Woodfield et al., 1998] et de Ward [Crompton et al.,
1998] de´crivent la mise en e´vidence directe de l’interaction entre la cyclophiline D
et le transporteur d’ADP et d’ATP. Dans les deux cas, l’approche est identique :
la cyclophiline D de rat est clone´e puis exprime´e avec une e´tiquette GST dans
E. coli. Une fois la prote´ine fixe´e sur un support chromatographique, un extrait
mitochondrial de foie de rat est applique´. Apre`s lavage, la cyclophiline D est
e´lue´e, et la fraction d’e´lution analyse´e sur gel d’e´lectrophore`se.
Les deux groupes identifient l’AAC dans cette fraction d’e´lution par immu-
node´tection, ce qui constitue une preuve directe de l’interaction avec la cyclo-
philine. Cette interaction est diminue´e de 4/5 en pre´sence de CATR et de 2/3
en pre´sence de BA [Woodfield et al., 1998]. Les uns de´tectent e´galement VDAC
[Crompton et al., 1998], les autres non [Woodfield et al., 1998].
« L’efficacite´ » de la purification de l’AAC ainsi re´alise´e n’est pas quantifie´e,
mais la re´fe´rence [Woodfield et al., 1998] montre un gel d’e´lectrophore`se colore´
a` l’argent qui permet d’imaginer des applications comme la noˆtre.
Pre´sentation de Vpr Vpr est une petite prote´ine du virus HIV, de 96 acides
amine´s (14 kDa). On la trouve dans le se´rum des individus se´ropositifs et dans
la particule virale. Vpr participerait au transfert du complexe de pre´inte´gration
dans le noyau de la cellule hoˆte et permettrait l’arreˆt du cycle cellulaire des
lymphocytes infecte´s. Cette prote´ine peut traverser les membranes biologiques.
Interaction de l’AAC avec Vpr L’induction de dysfonctionnements mito-
chondriaux et de l’apoptose par Vpr a d’abord e´te´ sugge´re´e a` partir de travaux
sur des lymphocytes CD4+ humains pre´sentant une chute du potentiel membra-
naire mitochondrial et une fragmentation de l’ADN apre`s mise en contact avec
la prote´ine virale.
Ensuite, une se´rie d’articles du groupe de Kroemer [Ferri et al., 2000] [Jacotot
et al., 2001] en collaboration avec le groupe de Roques [Sabbah et al., 2006]
propose l’interaction directe de Vpr avec l’AAC. Ces travaux impliquent force
techniques diffe´rentes, la re´tention de l’AAC sur une re´sine fonctionnalise´e avec
Vpr et la re´sonance plasmonique de surface en sont deux piliers.
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Les auteurs identifient le peptide 71-82 de Vpr comme responsable de l’inter-
action, avec une affinite´ e´value´e a` 1 nM, tandis que le segment 90-118 de l’AAC
de rat serait celui sur lequel se fixe le peptide.
Le roˆle des effecteurs de l’AAC est mis en avant : le BA nuirait a` l’interaction
alors que l’ATR la favoriserait.
3.2.2 Production et purification de la cyclophiline D bo-
vine
Le clonage de la cyclophiline D bovine a e´te´ re´alise´ avec l’aide de Anne-
Marie Di Guilmi. C’est finalement la prote´ine humaine avec laquelle nous avons
conduit les essais d’interaction. En effet, les constructions re´alise´es avec la pro-
te´ine bovine n’ont pas permis d’obtenir de cyclophiline D pure et correctement
replie´e.
La lecture de cette section n’est donc pas ne´cessaire a` la compre´hension de
la suite. Je pre´sente ne´anmoins les e´tapes du clonage et de la purification de
la prote´ine bovine pour permettre de comprendre pourquoi nous nous sommes
« rabattus » sur la prote´ine humaine.
3.2.2.1 Constructions re´alise´es (protocole page 162)
Nous avons achete´ la cyclophiline D bovine a` RZPD, qui est un fournisseur
allemand, sous forme d’un insert contenu dans le vecteur pCMV-sport6. Le se´-
quenc¸age de cet ADN commercial met en e´vidence quatre mutations par rapport
a` la se´quence the´orique. Ces quatre mutations sont une substitution silencieuse
et trois de´le´tions. Ces dernie`res sont opportune´ment place´es dans la meˆme zone
codant pour les douze derniers re´sidus de la prote´ine.
Deux ADNc (codant pour la prote´ine entie`re et tronque´e en N-ter respec-
tivement) ont e´te´ obtenus par PCR en utilisant le vecteur commercial comme
matrice. Il a e´te´ long et difficile de re´aliser cette amplification. Deux PCR suc-
cessives (ou une unique incluant alors quatre amorces en quantite´s diffe´rentes)
permettent : 1. de corriger les de´le´tions coˆte´ 3’, 2. d’ajouter les extre´mite´s co-
he´sives LIC2 spe´cifiques des vecteurs de destination et 3. d’ajouter la se´quence
codant pour un site de coupure a` la TEV en 5’.
Apre`s pre´paration, par traitement avec l’ADN-polyme´rase T4, des inserts et
des vecteurs pLIM ou pLx06 qui portent des se´quences codant pour une e´tiquette
histidine et GST respectivement, une hybridation suivie d’une transformation
de souches DH5α a permis d’obtenir trois constructions (figure 3.6)
3.2.2.2 Expression dans E. coli
Apre`s transformation d’une souche BL21(DE3) de E. coli, qui permet l’ex-
pression de la T7 polyme´rase et donc des prote´ines sous controˆle du promoteur
2Acronyme de Ligation Independant Cloning [Aslanidis et de Jong, 1990], un syste`me de
clonage propose´ par Novagen.
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Fig. 3.6 – Les diffe´rentes constructions prote´iques de cyclophiline D uti-
lise´es. Les trois constructions bovines n’ont pas permis d’obtenir de prote´ine pure,
contrairement a` la construction humaine. La zone rouge rappelle que dans la construc-
tion correspondante, les douze derniers re´sidus sont mute´s a` cause d’une mauvaise
correction de mutations de la se´quence de de´part. La zone orange indique la mutation
K133I ne´cessaire a` la cristallisation de la cyclophiline D humaine. La zone tronque´e
N-terminale correspond aux re´sidus 1 a` 12 de la prote´ine mature.
T7, l’expression des deux constructions e´tiquette´es histidine s’est re´ve´le´e de´ce-
vante dans des conditions standards. En effet, si la surexpression est bonne, la
quasi totalite´ de la prote´ine est exprime´e sous forme insoluble.
Nous avons donc re´alise´ un test syte´matique de conditions d’expression a`
l’aide de la plateforme RoBioMol de l’institut. C’est Benoˆıt Gallet qui a mene´
ce test a` bien. Pour chacune des deux constructions histidines, nous avons fait
varier la tempe´rature d’incubation (20◦, 27◦ ou 37◦C), le temps de culture avant
induction (jusqu’a` atteindre une densite´ optique a` 600 nm de 0,6, 1,2 ou 2),
la concentration d’inducteur ([IPTG] de 0,1, 0,5 ou 1mM), et enfin le temps
de culture apre`s induction (six heures ou sur la nuit). Au total, 83 cultures
diffe´rentes de 5 mL ont e´te´ teste´es.
De bonnes conditions d’expression de prote´ine soluble sont apparues. Eton-
namment, les re´sultats obtenus avec le robot n’ont jamais pu eˆtre reproduits
manuellement, meˆme en utilisant un protocole rigoureusement identique (no-
tamment une lyse chimique des bacte´ries en pre´sence de de´tergent et de lyso-
zyme).
Nous obtenons finalement une prote´ine majoritairement exprime´e
en corps d’inclusion dans E. coli (figure 3.7 a` gauche).
3.2.2.3 Tentatives de purification
La premie`re e´tape de purification est une chromatographie d’affinite´ pour le
nickel. L’affinite´ entre le me´tal che´late´ sur la re´sine et l’e´tiquette histidine per-
met fre´quemment une se´paration efficace de la prote´ine d’inte´reˆt et des autres
constituants cellulaires. L’e´lution se fait graˆce a` un gradient line´aire en concen-
tration d’imidazole qui posse`de un noyau indole et donc une affinite´ pour le
nickel comparable a` celle de l’histidine.
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Applique´e a` la fraction soluble, cette chromatographie permet de re´cupe´rer
une prote´ine difficilement de´tectable sur un gel d’e´lectrophore`se colore´ au bleu
de Coomassie (figure 3.7 au centre). On note la pre´sence de contaminants, no-
tamment d’une bande vers 40 kDa. Un western blot dirige´ contre l’e´tiquette
histidine permet de de´tecter la prote´ine. Ne´anmoins son degre´ de purete´ est
insuffisant, sa quantite´ est tre`s limite´e, et elle subit une prote´olyse rapide. Ces
re´sultats peu encourageants nous ont incite´ a` utiliser la prote´ine pre´sente dans
la fraction insoluble apre`s lyse des bacte´ries.
Dans ce dernier cas, apre`s solubilisation des corps d’inclusion dans un tam-
pon contenant 6M d’ure´e, la chromatographie d’affinite´ permet d’obtenir une
prote´ine abondante et pure (figure 3.7 a` droite). Nous avons alors re´alise´ divers
essais de renaturation : par dilution rapide, par dialyse, avec diffe´rents gradients
de concentration d’ure´e pour la prote´ine fixe´e sur la re´sine nickel, en pre´sence
de glyce´rol . . . Aucun de ces essais n’a permis d’obtenir de prote´ine
soluble apre`s centrifugation.
Nous avons e´galement essaye´ de co-exprimer la cyclophiline bovine dans une
souche de E. coli transforme´e avec un plasmide codant pour les chaperonnes
GroEL et GroES. La proportion de prote´ine soluble n’e´tait pas meilleure.
Nous nous sommes alors tourne´s vers la prote´ine humaine, pour laquelle
l’expression, la purification et la cristallisation avaient e´te´ possibles avec succe`s
[Schlatter et al., 2005].
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Fig. 3.7 – Expression et essais de purification de la cyclophiline D bovine. A
gauche un gel d’e´lectrophore`se de test d’expression dans les meilleures conditions iden-
tifie´es. T est le lysat bacte´rien, S la fraction soluble et I la fraction insoluble. Au centre
un gel d’e´lectrophore`se et un western blot de chromatographie d’affinite´ nickel de la
fraction soluble. A droite enfin cette meˆme chromatographie pour la fraction insoluble
reprise en ure´e. Le trait noir indique l’emplacement de la bande de la cyclophiline.
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3.2.3 Production et purification de la cyclophiline D hu-
maine (protocole page 164)
Le plasmide pET21 contenant l’insert codant pour la cyclophiline D hu-
maine (hCyDt) nous a e´te´ donne´ par Daniel Schlatter de l’entreprise Roche. La
construction prote´ique correspondante est optimise´e pour la cristallographie :
les douze premiers acides amine´s, sensibles lors d’essais de prote´olyse par la
trypsine, ont e´te´ supprime´s ; la lysine 133 accessible a` la surface a e´te´ mute´e en
isoleucine afin de favoriser les contacts cristallins [Schlatter et al., 2005].
Apre`s transformation de la souche BL21(DE3) de E. coli, l’expression pro-
te´ique est induite par ajout d’IPTG suivie d’une incubation de cinq heures a`
30◦C. La production est d’environ 15 mg par litre de culture.
Deux e´tapes de chromatographie d’e´change d’ions permettent de purifier
hCyDt (figure 3.8 page suivante) : une premie`re e´tape au cours de laquelle la
prote´ine est e´lue´e d’une re´sine SP-se´pharose (GE lifescience) par un gradient
de concentration en sel ; apre`s dialyse, une seconde ou` elle n’est pas retenue sur
une re´sine Mono-S (GE lifescience). Une dernie`re chromatographie d’exclusion
de taille permet de changer le tampon de solubilisation, ainsi que de ve´rifier que
la prote´ine est monodisperse et monome´rique.
La prote´ine est concentre´e jusqu’a` 30 mg.mL−1. De beaux cristaux sont
obtenus a` pH 7 par addition de 30 % de Jeffamine 2001 (figure 3.9).
Fig. 3.9 – Cristaux et diffraction de la cyclophiline D humaine. (a) Un cristal
de hCyDt, de taille caracte´ristique 200 µm. (b) Une image de diffraction de qualite´
exceptionnelle d’un tel cristal, la re´solution atteint 1 A˚.
Biotinylation non spe´cifique La fixation covalente non-spe´cifique de bio-
tines sur hCyDt est re´alise´e par l’ajout d’une biotine re´active portant un hy-
droxysuccinimide (NHS-Lc-Lc-Biotin de Pierce). Celle-ci posse`de la capacite´ de
se fixer sur les groupements amines de la prote´ine, et vise en priorite´ les lysines.
Une solution concentre´e a` 10 mg/mL de hCyDt est me´lange´e avec une solu-
tion de DMSO contenant la biotine re´active. Le DMSO n’exce`de pas 20% du
volume de re´action. Apre`s trente minutes d’incubation, la re´action est stoppe´e
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Fig. 3.8 – Purification de la cyclophiline D humaine hCyDt. Les trois e´tapes
de chromatographie d’e´change de cations sur re´sine SP-Se´pharose, d’e´change d’anions
sur re´sine MonoQ et d’exclusion de taille sur re´sine Superdex75 sont repre´sente´es.
15 µL des fractions inte´ressantes ont e´te´ de´pose´es sur gel d’e´lectrophore`se. FS est la
fraction soluble du lysat bacte´rien.
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par ajout de Tris concentre´. On peut e´valuer le nombre de biotines fixe´es sur
chaque mole´cule de hCyDt par spectrome´trie de masse ou a` l’aide d’un dosage
colorime´trique avec l’HABA. Ces me´thodes nous ont permis de controˆler que la
prote´ine porte plus d’une biotine en moyenne.
3.2.4 Peut-on expliquer la diffe´rence de comportement entre
les constructions prote´iques ?
Les se´quences des cyclophylines D humaine et bovine sont identiques a` hau-
teur de 91%. L’ajout d’une e´tiquette a` la prote´ine humaine, tout comme le fait
de ne pas tronquer l’extre´mite´ N-terminale, empeˆche la cristallisation mais ne
nuit pas a` l’expression soluble. Il est donc difficile d’expliquer la diffe´rence de
comportement entre les constructions humaines et bovines a` partir de la com-
paraison des se´quences. La figure 3.10 montre l’emplacement des re´sidus non
identiques.
3.2.5 Choix du peptide de Vpr
Nous avons utilise´ un peptide de synthe`se (figure 3.11) correpondant aux
acides amine´s 71 a` 88 de Vpr. Ce peptide comprend en effet le segment 71–82
qui a e´te´ identifie´ comme responsable de l’interaction avec l’AAC [Jacotot et al.,
2001]. Une lysine a e´te´ ajoute´e en C-ter afin de permettre le couplage covalent
avec une biotine. Il n’est pas possible de sur-exprimer la prote´ine entie`re chez
E. coli a` cause de sa toxicite´ pour la bacte´rie. Nous avons mene´ des essais
encourageants de production du seul peptide d’inte´reˆt graˆce a` un vecteur de´-
veloppe´ a` l’IBS par Isabel Ayala, spe´cifiquement pour l’expression de courts
peptides. Toutefois, ces essais ont e´te´ interrompus devant l’absence d’interac-
tion bAAC1–Vpr : nous n’avions plus besoin de grandes quantite´s de peptide,
et celui de synthe`se re´pondait a` nos besoins.
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Fig. 3.10 – Comparaison entre les cyclophilines D humaine et bovine. En
haut est repre´sente´ un mode`le par homologie (SwissModel) de la cyclophiline D bovine
a` partir de la prote´ine humaine (code pdb : 2bit). Les re´sidus diffe´rents sont repre´sente´s
par des baˆtonnets. En bas figure l’alignement de se´quences entre les deux prote´ines
pour les constructions tronque´es (les douze premiers re´sidus sont absents).
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Fig. 3.11 – Structure par RMN de Vpr et peptide utilise´. La structure RMN
de Vpr (code pdb : 1ml8) obtenu dans l’eau a` pH acide est repre´sente´ en haut, et
le peptide d’inte´reˆt est montre´ en plus gros. En bas la se´quence de Vpr d’HIV1, la
se´quence du peptide est en orange.
114
Vers la structure d’une autre conformation
3.3 Quelles interactions avec le transporteur ADP-
ATP ?
Cette section re´sume les essais d’interaction mene´s avec diffe´rents protocoles
ope´ratoires. Les re´sultats de l’ensemble de ces essais sont plutoˆt concordants :
dans les conditions expe´rimentales utilise´es, nous ne mettons en e´vi-
dence d’interactions ni entre bAAC1 et le peptide 71-88 de Vpr, ni
entre bAAC1 et la construction hCyDt de la cyclophyline D.
3.3.1 Pre´paration des e´chantillons d’AAC
La pre´paration des e´chantillons de bAAC1 pour les tests d’interaction suit
grosso modo le protocole habituel. Deux chromatographies apre`s la solubilisa-
tion des mitochondries permettent d’obtenir une prote´ine pure dans un milieu
controˆle´ a` une concentration proche de 0,1 mg/mL. Nous avons utilise´ des e´chan-
tillons solubilise´s en Lapao (2% a` la solubilisation puis 0,05% dans les tampons)
et en Triton X100 (6% a` la solubilisation puis 0,1% dans les tampons), en pre´-
sence de CATR, de BA, d’ATP ou sans substrat. Le tampon le plus fre´quemment
utilise´ est un tampon phosphate a` pH 7,3.
3.3.2 Tests d’interaction
Il n’y a pas de re´tention sur une re´sine fonctionnalise´e avec Vpr ou
hCyDt Une re´sine streptactine (IBA) est incube´e avec Vpr ou hCyDt, qui se
fixe sur les billes graˆce a` l’interaction entre la biotine qu’il porte et la streptactine
du support. La re´sine est lave´e, puis incube´e en pre´sence de bAAC1. Apre`s un
lavage extensif, le de´poˆt des billes sur un gel d’e´lectrophore`se met en e´vidence
l’absence de re´tention de bAAC1 sur les billes fonctionnalise´es avec la cyclo-
philine D dans nos conditions expe´rimentales (figure 3.12.a). Il y a une faible
re´tention sur les billes fonctionnalise´es avec Vpr et dans l’expe´rience controˆle
(figure 3.12.b).
Cette interaction faible ou absente est observe´e syste´matiquement dans les
conditions teste´es : en pre´sence d’ATP, de CATR, de BA ou en l’absence de
ligand ; pour une prote´ine solubilise´e en Triton X100 ou en Lapao ; a` tempe´rature
ambiante comme a` 4◦C ; apre`s une incubation des partenaires de 30 minutes ou
d’une nuit.
Purification de bAAC1 incube´ en pre´sence de Vpr Des mitochondries
sont resuspendues dans l’eau et incube´es en pre´sence d’un exce`s de Vpr sur
glace. La prote´ine est ensuite purifie´e comme d’habitude et en absence d’inhibi-
teur. Un test de re´tention sur re´sine Streptactine et une de´tection de la biotine
par western blot en sortie de chromatographie d’exclusion de taille sur re´sine
Superdex200 sont re´alise´s. Ces deux tests confirment l’absence de Vpr copurifie´
dans les fractions contenant bAAC1 (re´sultats non illustre´s).
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Fig. 3.12 – bAAC1 n’est pas retenu sur une re´sine fonctionnalise´e avec
Vpr ou hCyDt. Un e´chantillon de bAAC1 (piste AAC) , la fraction non-retenue
apre`s incubation avec les billes (piste NR) , les fractions de lavage (pistes Lavages),
et la re´sine apre`s lavage (piste Res) sont soumis a` une e´lectrophore`se de´naturante.
(a) Lorsque la re´sine est fonctionnalise´e avec hCyDt on n’observe pas de bande de
bAAC1 dans le puit Res. (b) Lorsque la re´sine est fonctionnalise´e avec Vpr comme
dans le cas de l’expe´rience controˆle, on observe dans le puits Res. une bande faible
indiquant la pre´sence de bAAC1. L’intensite´ de cette bande est similaire dans les deux
cas. Si on peut voir en (b) la bande de Vpr dans le puit Res, ce n’est pas le cas en
(a) pour hCyDt. On peut donc s’interroger sur la fixation effective de hCyDt sur la
re´sine. Ne´anmoins comment expliquer, si cette fixation n’a pas eu lieu, la diffe´rence par
rapport a` l’expe´rience controˆle qui montre une fixation non-spe´cifique sur la re´sine ?
Le re´sultat de (a) semble indiquer une fixation faible de hCyDt qui suffit a` empeˆcher
l’interaction non-spe´cifique.
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Passage d’un extrait mitochondrial sur une re´sine fonctionnalise´e avec
Vpr Un lysat mitochondral de cœur de bœuf pre´pare´ avec 1% de Triton X100
est applique´ sur une re´sine de streptactine fonctionnalise´e avec Vpr. Apre`s la-
vage, il est impossible de de´tecter la pre´sence de bAAC1 sur les billes (re´sultats
non illustre´s).
Elution diffe´rentielle de bAAC1 et de hCyDt sur une chromatographie
d’exclusion de taille Les prote´ines pures hCyDt et bAAC1 en Lapao inhibe´e
par le CATR sont me´lange´es. Apre`s une heure d’incubation, l’e´chantillon est
soumis a` une chromatographie d’exclusion de taille. Les deux prote´ines sont
e´lue´es dans des fractions diffe´rentes (figure 3.13). Il n’y a pas d’interaction entre
elles dans ces conditions.
Fig. 3.13 – Elution diffe´rentille de hCyDt et bAAC1 lors d’une chromato-
graphie d’exclusion de taille. A gauche le chromatogramme de l’e´lution sur colonne
Superdex200 d’un e´chantillon de bAAC1 et hCyDt me´lange´s. A droite le gel d’e´lectro-
phore`se correspondant aux fractions inte´ressantes. On observe deux pics principaux
d’e´lution, il n’y a pas de formation d’un complexe entre les deux prote´ines.
La re´sonance plasmonique de surface donne des re´sultats contraste´s
Des surfaces bio-actives fonctionnalise´es avec Vpr ou hCyDt sont pre´pare´es3.
Vpr est immobilise´e graˆce a` sa biotine C-terminale sur une surface de streptavi-
dine ; hCyDt est soit couple´e directement a` la surface via ses lysines de surface,
soit par l’interme´diaire d’une interaction biotine–streptavidine. Nous n’obser-
vons pas syste´matiquement d’interaction avec les surfaces bio-actives lors de
l’injection d’e´chantillons de bAAC1 (comparer par exemple la figure 3.14.a, ou`
l’on ne voit par d’interaction spe´cifique, et b, ou` elle existe). Lorsqu’une telle
3La description du principe de la re´sonance plasmonique de surface et de l’ensemble de nos
re´sultats est propose´e en annexe a` partir de la page 165.
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interaction est de´tectable, elle est faible et sa spe´cificite´ est sujette a` caution.
Nous n’observons pas non plus d’interaction lors de l’injection d’un me´lange de
de´tergent et de lipides mimant une membrane mitochondriale solubilise´e (voir la
figure page 3.14.e). Cette dernie`re expe´rience permet de ve´rifier l’absence d’une
interaction non spe´cifique entre les lipides caracte´ristiques de la membrane in-
terne et Vpr, qui est un peptide assez hydrophobe.
Les conditions de re´ge´ne´ration des surfaces utilise´es dans les travaux de Ja-
cotot et al. [2001] ne permettent pas dans notre cas d’e´liminer totalement la
prote´ine injecte´e de la surface ; on observe alors une de´viation de la ligne de
base qui rend de´licate l’interpre´tation des courbes d’association (figure 3.14.c).
3.3.3 Discussion
Il est toujours plus de´licat de pre´senter et de de´fendre des re´sultats ne´gatifs
que des re´sultats positifs. Ceux de nos tests montrent plutoˆt une absence d’in-
teraction, tant entre bAAC1 et hCyDt qu’entre bAAC1 et le peptide 71-88 de
Vpr, dans les conditions utilise´es.
Cette absence d’interaction ne peut eˆtre ge´ne´ralise´e. L’implication commune
de l’AAC et de la cyclophiline D dans le PTP est de´battue, mais nos expe´-
riences, trop partielles, ne permettent pas d’enrichir ce de´bat. En revanche, il
me semble clair que la question de l’usage des partenaires prote´iques a` des fins
de purification est tranche´e.
C’est la re´ponse a` cette question –conjugue´e au manque de temps– qui a
servi de repe`re pour stopper les expe´riences. Bien suˆr, si nous souhaitions ren-
trer dans la compre´hension du roˆle de l’AAC dans l’apoptose et prendre position
sur l’existence et la composition du PTP, nos re´sultats devraient eˆtre prolon-
ge´s, controˆle´s. Ce n’e´tait pas le but du projet initial, meˆme s’il est aujourd’hui
tentant de chercher pourquoi nous passons a` coˆte´ d’interactions de´crites comme
extreˆmement fortes (avec des constantes de dissociation de l’ordre du nanomo-
laire !).
Nous nous contenterons donc : 1. de constater l’impossibilite´ de purifier
bAAC1 graˆce aux constructions hCyDt et a` Vpr ; 2. de discuter rapidement et
avec les pre´cautions ne´cessaires des dissemblances entre nos re´sultats et ceux de
la litte´rature.
Nous avons choisi des conditions expe´rimentales les plus proches possibles
de celles de´crites dans la litte´rature. Les prote´ines employe´es sont ne´anmoins
diffe´rentes, et peut-eˆtre est-ce le point d’achoppement de nos expe´riences.
Ainsi les e´quipes de Ward et Halestrap utilisent la cyclophiline de rat, et de
l’AAC extrait de foie du meˆme animal (e´galement scAAC2 dans le cas d’Hales-
trap). Le travail de Klingenberg en e´lectrophysiologie montre une modulation
de l’activite´ canal de l’AAC de Neurospora crassa par la cyclophiline du meˆme
organisme.
Concernant Vpr, les diffe´rences sont moins criantes puisque nous employons
comme Jacotot ou Sabbah un peptide de synthe`se, plus pre´cisement le segment
identifie´ par ces auteurs comme celui dont l’interaction avec l’AAC est la plus
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Fig. 3.14 – Mesures d’interaction par re´sonance plasmonique de surface.
(a) Se´rie d’injections de bAAC1 inihibe´e par le CATR et solubilise´e en Lapao a` concen-
trations croissantes ; la fixation est plus forte sur la piste controˆle que sur celle fonc-
tionnalise´e avec Vpr. La surface est de type CM3. (b) Se´rie d’injections de bAAC1
inihibe´e par le CATR et solubilise´e en Lapao a` concentrations croissantes ; la fixation
est plus forte sur la piste fonctionnalise´e avec Vpr. La surface est de type CM4. (c)
Se´rie d’injections de bAAC1 inihibe´e par le CATR et solubilise´e en Lapao a` concen-
trations croissantes ; la fixation est plus forte sur la piste fonctionnalise´e avec hCyDt.
La surface est de type CM4. (d) Evolution de la ligne de base lors de se´ries d’expe´-
riences, la courbe repre´sente la re´ponse absolue en de´but de chaque cycle. On constate
une mauvaise re´ge´ne´ration et une tre`s forte fixation de mate´riel sur la surface avec les
conditions de re´ge´ne´ration de [Jacotot et al., 2001]. (e) Absence d’interaction entre
un me´lange de Lapao et de lipides mimant la membrane interne et une surface fonc-
tionnalise´e avec Vpr. Les de´tails expe´rimentaux sont pre´cise´s en annexe a` partir de la
page 165.
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forte. Dans leurs travaux cependant, l’AAC utilise´ e´tait extrait de foie ou de
cœur de rat.
Si on laisse de coˆte´ pour le moment le proble`me de l’origine des prote´ines,
il est difficile d’imaginer que nous passons a` coˆte´ des interactions de´crites. En
effet, nous travaillons avec des prote´ines purifie´es dont la qualite´ est assure´e. Il
est peu probable que nos re´sultats ne´gatifs proviennent d’une mauvaise purete´,
d’un mauvais e´tat des diffe´rentes prote´ines.
Le protocole de purification de bAAC1 est celui d’un laboratoire dont l’ex-
pe´rience avec cette prote´ine est supe´rieure a` celle des e´quipes travaillant sur le
PTP, et ce protocole permet d’obtenir des cristaux. La cyclophiline D est puri-
fie´e selon un protocole connu, on peut la cristalliser. Nous n’avons pas re´pe´te´ le
test d’activite´, long a` mettre en oeuvre, qui donne de bons re´sultats avec cette
construction. Enfin concernant Vpr, il s’agit d’un peptide de synthe`se dont la
purete´ et la composition ne font pas de doute.
Les AAC des travaux de la litte´rature sont purifie´es sur hydroxylapatite
puis par chromatographie d’e´change d’ions a` partir de mitochondrie de coeur
ou de foie de rat. Les protocoles sont convaincants, bien qu’ils apportent peu de
pre´cisions quant au de´lai entre la purification et les expe´riences d’interaction4. Ils
sont en ge´ne´ral de´crits dans des productions ante´rieures des meˆmes laboratoires.
L’absence de contamination par VDAC est controˆle´e par immunode´tection.
Je pense qu’on peut e´galement exclure les arguments invoquant la diffe´rence
de conception des tests d’interaction. Nos protocoles ressemblent fortement a`
ceux de la litte´rature. Les diffe´rences (notamment l’emploi d’une re´sine strep-
tactine et non d’une re´sine GST, l’emploi de Lapao ou de Triton X100 plutoˆt
que de CHAPS) ne permettent pas a` elles seules d’expliquer les re´sulats oppose´s.
Ne restent alors que deux types d’explications. Le premier, on l’a dit, suppose
que nos constructions se preˆtaient mal a` une interaction : c’est concevable pour
la cyclophiline, plus difficilement pour Vpr. Le second revient a` mettre en cause
la re´alite´ de ces interactions, ou du moins a` mettre en cause leur intensite´. Je
n’ai pas d’explications solides, ni surtout d’expe´riences re´pe´te´es, diverses, pour
nuancer les travaux sur lesquels nous avons base´ notre projet. Je suis ne´anmoins
persuade´ que si ces interactions existaient telles que de´crites, nous les aurions
vues lors des tests de re´tention, et mises en e´vidence en SPR sans aucune place
pour le flou et le doute.
Les expe´riences de SPR de la litte´rature peuvent d’ailleurs eˆtre remises en
cause. D’une part les conditions de re´ge´ne´ration des surfaces e´voluent entre le
premier et le second article. D’apre`s nos expe´riences, la re´ge´ne´ration en pre´sence
de 1M NaCl est incomple`te, et l’augmentation du signal de SPR ne peut eˆtre
directement corre´le´ a` une interaction avec Vpr dans ce cas. D’autre part, dans
4Des semaines, des mois voire des anne´es pour certaines expe´riences. A. Deniaud, commu-
nication personnelle
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le travail le plus re´cent, les auteurs indiquent ne pas avoir pu travailler a` une
concentration supe´rieure a` 1,5 µM d’AAC, soit environ 0,05 g/L pour des raisons
de solubilite´ de l’AAC. Il est e´tonnant que dans un milieu et dans un e´tat
ade´quat, la prote´ine agre`ge a` cette concentration, alors que bAAC1 en Lapao
est soluble a` 5 g/L (une concentration cent fois supe´rieure).
Enfin mes propres expe´riences de SPR ne sont pas faciles a` interpre´ter (voir
l’annexe page 165). En effet des expe´riences ressemblantes ou semblables ont
pu donner des re´sultats diffe´rents et parfois contradictoires. Nous ne savons pas
analyser certains de ces re´sultats. Il me semble donc que la mise en e´vidence de






Les frontie`res des compartiments cellulaires et de la cellule sont constitue´es
de bicouches de lipides que traversent des prote´ines membranaires. Il est commun
de souligner a` la fois l’importance de cette classe de prote´ines, et la difficulte´
de leur e´tude. Nous brossons le portrait de ce champ de recherche dans une
premie`re section.
La ne´cessite´ d’employer des tensio-actifs, le plus fre´quemment des de´tergents,
est le trait singulier de l’e´tude structurale des prote´ines membranaires. Les pre´-
senter puis souligner leur roˆle dans le processus de cristallogene`se est l’objet de
la deuxie`me section.
Le reste du chapitre rapporte deux expe´riences utilisant des me´thodes qui
s’appuient sur la spe´cificite´ des prote´ines membranaires : la cristallisation en
pre´sence d’un champ magne´tique, et la de´tection des cristaux par diffraction
dans une phase cubique de lipides.
4.1 L’e´tude structurale des prote´ines membra-
naires
On e´voque souvent la part du ge´nome codant des prote´ines membranaires
–comprise entre 12% et 30% suivant la me´thode d’e´valuation et l’organisme
concerne´ [Wallin et von Heijne, 1998, Boyd et al., 1998, Arai et al., 2003]–
et la part des me´dicaments dont la cible est une prote´ine membranaire –de
l’ordre de 70 % [Drews, 2000]–. La difficulte´ de leur e´tude, accentue´e dans le
domaine structural, regroupe a` la fois les difficulte´s de production, notamment de
surexpression, et de manipulation des complexes prote´ines–de´tergents–lipides.
Citons deux statistiques : environ 15% des prote´ines de fonction connue dans la
base de donne´es Swissprot sont membranaires ; environ 0,6% des prote´ines de
structure connue dans la PDB sont membranaires.
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4.1.1 Etat des lieux des connaissances structurales
En mars 2007, le site de S. White1 recense 250 structures de prote´ines mem-
branaires relatives a` 124 prote´ines diffe´rentes, soit 0,58% de la totalite´ des entre´es
de la PDB2.
D’apre`s S. White, la progression du nombre de structures connues pour cette
classe de prote´ines est exponentielle, et on peut comparer la connaissance struc-
turale actuelle des prote´ines membranaires avec celle des prote´ines solubles une
trentaine d’anne´es en arrie`re, bien que l’e´volution soit le´ge`rement plus lente
[White, 2004].
De l’analyse de la liste des structures connues ressortent quelques statistiques
inte´ressantes : la re´solution est en moyenne moins e´leve´e que dans l’ensemble de
la PDB (2,5 A˚ contre 2,2 A˚). L’empilement souvent proble´matique des couches
dans les cristaux dits de type I ainsi que la pre´sence de structures a` moyenne
re´solution obtenues par microscopie e´lectronique ont un impact sur cette re´so-
lution moyenne.
Les prote´ines replie´es en tonneaux β sont sur-repre´sente´es (environ 20% des
prote´ines polytopiques). Le nombre de prote´ines provenant d’un organisme dans
lequel elles sont naturellement abondantes (environ 33%) illustre les difficulte´s
d’obtention du mate´riel biologique par surexpression. La souche bacte´rienne E.
coli reste l’organisme de re´fe´rence pour la production de prote´ines recombinantes
(environ 40% du total).
La cristallographie est la me´thode la plus usite´e, largement devant la RMN.
Une majorite´ des cristaux est obtenue en diffusion de vapeur. Notons l’em-
ploi de me´thodes ou de variations particulie`res pour les prote´ines membranaires
dans quelques cas : croissance en phase cubique de lipides pour cinq prote´ines
[Pebay-Peyroula et al., 1997, Royant et al., 2001, Luecke et al., 2001, Kolbe
et al., 2000, Katona et al., 2003, Cherezov et al., 2006a], utilisation de bicelles
pour la bacte´riorhodospine [Faham et Bowie, 2002], utilisation d’anticorps mo-
noclonaux (pour revue voir Hunte et Michel [2002]), ou ajout de lipides exoge`nes
[Toyoshima et al., 2000, Kurisu et al., 2003, Liu et al., 2004].
La recette : un peu d’heptane-triol avec du PEG pour cristalliser une
prote´ine en DDM A l’aide du site de H. Michel3 qui recense les conditions
de cristallisation des prote´ines membranaires polytopiques (mais qui n’est plus
mis a` jour), on constate un usage important des β-D-glucopyranosides (octyl-
ou nonyl-) et des β-D-maltosides (avec une pre´fe´rence pour le dode´cyl-). On
remarque traditionnellement que les micelles des premiers sont petites, et leur
1blanco.biomol.uci.edu/membrane proteins xtal.html
2Ce de´compte varie suivant la de´finition adopte´e pour conside´rer une prote´ine comme
membranaire. La PDB de´nombre ainsi 837 structures dans cette cate´gorie, la` ou` le site de
M. Caffrey (www.mpdb.ul.ie) en re´pertorie 726 dont 175 diffe´rentes. Les variations sont duˆes
essentiellement a` la prise en compte de peptides et de prote´ines monotopiques, ou de prote´ines
membranaires dont seul un domaine soluble est connu. C’est donc S. White qui propose les
chiffres les plus pertinents
3www.mpibp-frankfurt.mpg.de/michel/public/memprotstruct.html
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CMC e´leve´e, ce qui peut favoriser respectivement les contacts cristallins et le bon
controˆle de leur concentration ; a` l’inverse, les seconds sont plus doux, moins dis-
sociants. On peut e´galement noter l’emploi fre´quent des PEG, particulie`rement
des PEG 400, 4000 et MME 2000.
Pour autant, il n’existe pas de conditions de cristallisation arche´typiques.
De plus, la seule donne´e des conditions finales refle`te tre`s mal le processus qui
conduit a` la re´solution de structure. En effet les histoires des re´solutions de
structure sont souvent longues, complexes, avec de longues phases sans re´sultats
entrecoupe´es de se´quences charnie`res, et toujours nourries par les allers-retours
entre cristallogene`se et biochimie en aval. La narration de ces histoires est plus
riche d’enseignements que toutes les statistiques de cristallogene`se. C’est pour-
quoi nous de´taillons l’une d’elles ci-dessous
Etapes cle´s de l’obtention de la structure de l’antiport sodium–proton
La structure de ce transporteur de E. coli primordial dans l’adaptation a` un mi-
lieu salin a e´te´ obtenue en 2005 dans le groupe de C. Hunte [Hunte et al., 2005].
La narration du processus qui a permis cette re´ussite fait l’objet d’une seconde
re´fe´rence tre`s inte´ressante [Screpanti et al., 2006]. La prote´ine produite par sur-
expression homologue chez E. coli est purifie´e en une seule e´tape de chromato-
graphie d’affinite´ via une e´tiquette histidine. La seconde e´tape de chromatogra-
phie d’exclusion de taille est rapidement e´limine´e pour e´viter un lavage et une
de´lipidation excessive. Les premiers tests de cristallisation mettent en e´vidence
l’influence positive des petits PEG et du magne´sium (cristaux diffractant a` 12
A˚), et le pH doit eˆtre acide pour bloquer une conformation de la prote´ine. L’af-
finement de ces conditions permet de de´terminer un intervalle e´troit de pH (<
0,2 unite´s) et de tempe´rature (< 2◦C) qui donne des cristaux plus gros (diffrac-
tant a` 10 A˚). Pour limiter les dommages lie´s a` la manipulation, du saccarose est
inte´gre´ a` ce stade aux conditions de cristallisation, permettant une conge´lation
directe.
Deux e´tapes successives de tests de de´tergents sont ensuite mises en place.
Tout d’abord, le de´tergent de solubilisation est e´change´ sur la colonne d’affinite´.
Parmi les dix de´tergents teste´s, le passage en α–DDM permet un changement
de forme cristalline (cristaux diffractant a` 7 A˚). L’ajout d’un second de´tergent
comme additif a` la cristallisation montre que la pre´sence de β–OG donne des
cristaux plus gros (diffractant a` 4 A˚). A ce stade, et devant l’impossibilite´ de col-
lecter des donne´es exploitables, un contaminant est de´tecte´ dans la pre´paration
prote´ique. Ce proble`me est re´solu en changeant de souche d’expression pour
adopter la souche RK20 de´pourvue du transporteur sodium-proton. Dans les
conditions pre´ce´dentes (α–DDM et β–OG, PEG 400, MgCl2, 6◦C), les cristaux
diffractent a` 3,45 A˚ et la structure est re´solue.
Au final cinq cents cristaux ont e´te´ teste´s au synchrotron et environ un sur
trente pre´sentait une diffraction au-dessus du lot.
L’histoire particulie`re de cette re´solution de structure met en lumie`re certains
crite`res ge´ne´raux de re´ussite de´ja` e´voque´s. Le mate´riel de de´part semble propice
a` un projet fructueux : une prote´ine abondante, dote´e d’une e´tiquette, et la
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possibilite´ de bloquer une conformation (en jouant sur le pH). La purification
est rapide, les manipulations re´duites (cryoprotectant inte´gre´ aux conditions de
cristallisation). Le controˆle de l’environnement est crucial, il passe par le
choix du type et de la quantite´ des de´tergents ade´quats. Malgre´ un controˆle strict
de nombreux parame`tres, il subsiste une variabilite´ des cristaux, et comme
ceux-ci sont petits et/ou mauvais, l’acce`s re´gulier a` une source de rayonnement
synchrotron est essentiel. Enfin, le temps du projet, qui n’est pas directement
cite´ dans la re´fe´rence, est important.
4.1.2 Contours du domaine de recherche
La communaute´ scientifique montre un inte´reˆt pour l’e´tude structurale des
prote´ines membranaires. Deux parame`tres permettent de l’appre´cier : la no-
torie´te´ des journaux dans lesquels se publient les nouvelles structures4 et le
financement des programmes de recherche spe´cifiques. Par exemple, le nouveau
laboratoire dirige´ par So Iwata, a` proximite´ du synchrotron Diamond, a rec¸u un
financement de £1,7 millions. Plusieurs programmes europe´ens sont e´galement
centre´s autour de cette the´matique.
Nous avons vu que cet inte´reˆt, renforce´ peut-eˆtre par un effet de mode, s’ap-
puyait sur deux causes : une relative me´connaissance structurale par rapport aux
prote´ines solubles (elle-meˆme issue de la difficulte´ des projets) et l’importance
suppose´e pour la sante´ des prote´ines membranaires.
Pour financer ses travaux –ou simplement parfois pour inte´resser son entou-
rage !– le chercheur est parfois amene´ a` de´crire ses projets selon un angle de vue
particulier : celui de l’impact en sante´ humaine. Il existe en effet une attente
socie´tale vis-a`-vis de la recherche me´dicale, syste´matiquement cite´e comme le
premier besoin en recherche lors des enqueˆtes aupre`s de la population. Cette
attente se traduit, avec des modalite´s variables, dans les dotations sectorielles.
Aux Etats-Unis, le NIH dispose ainsi de la moitie´ des fonds alloue´s a` la recherche
par le pays5.
Pour re´pondre a` cette attente, dans le cas tre`s particulier de la biologie
structurale des prote´ines membranaires, le discours peut suivre un argumentaire
se´ducteur en deux points :
– les me´dicaments ciblent souvent des prote´ines membranaires,
– la connaissance de nouvelles structures va permettre le de´veloppement de
nouveaux me´dicaments.
C’est au niveau de ce second point que peut intervenir un biais du discours. For-
mule´ en d’autres termes, il y a une part d’incantation dans le discours scientifique
a` usage promotionnel, celui de la premie`re page d’un dossier de financement, ou
d’un abstract rappelant les implications the´rapeutiques de la recherche conduite.
4Par exemple 80 re´fe´rences dans Science et 79 dans Nature pour ne citer que ces deux
journaux ge´ne´ralistes.
5Ce sont les chiffres pour 2003 ; en France la part de la recherche me´dicale e´tait de l’ordre
de 8% en 1998 d’apre`s une estimation de l’OST. Il est inte´ressant de noter aussi la part
importante de cre´dits destine´s a` la lutte contre le bio-terrorisme aux Etats-Unis (autour de
4% de ce dont dispose le NIH).
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Historiquement, la de´couverte de nouveaux me´dicaments s’appuie sur des
essais extensifs et laisse une place au hasard. L’approche rationnelle dite du
structure-based drug design a ne´anmoins conduit a` la commercialisation des
compose´s suivants :
– la dorzolamide, un inhibiteur de l’anhydrase carbonique, utilise´ en solution
dans le traitement du glaucome ;
– le zanamivir (nom de spe´cialite´ Relenza), un inhibiteur de la neuramini-
dase, utilise´ comme antiviral dans le traitement de la grippe ;
– l’enfuvirtide (nom de spe´cialite´ Fuzeon), un peptide antire´troviral, utilise´
dans les trithe´rapies pour combattre l’infection par le virus du sida. Il
empeˆche la fusion du virus avec la cellule hoˆte.
Aucune de ces mole´cules n’interagit directement avec une prote´ine membra-
naire. Et les fruits des efforts importants porte´s par exemple sur l’e´tude des
GPCR a` partir de la structure de la rhodopsine bovine ne sont pas encore muˆrs.
Peut-on alors dire que la recherche structurale dans le domaine des prote´ines
membranaires est un the`me porteur, important pour les connaissances et les de´-
veloppements me´thodologiques qu’il apporte, mais dont les retombe´es the´rapeu-
tiques directes restent aujourd’hui chime´riques ? Laissons cette question ouverte
et revenons a` notre sujet scientifique pour pre´senter quelques caracte´ristiques
des tensio-actifs.
4.2 Tensio-actifs, de´tergents et cristallogene`se
4.2.1 Les mole´cules tensio-actives
La plus ce´le`bre mise en e´vidence d’un tensio-actif est l’expe´rience de Benja-
min Franklin. Il verse une goutte d’huile a` la surface d’un e´tang, et observe son
e´talement remarquable (on distingue la zone couverte par l’huile a` l’absence de
vaguelettes cre´ees par le vent) : la couche (monomole´culaire) d’huile recouvre
une surface de pre`s de 100 m2. Cette capacite´ d’adsorption a` la surface peut
servir de de´finition : on appelle tensio-actifs les constituants qui ont la proprie´te´
de modifier une tension interfaciale. La structure mole´culaire des tensio-actifs
explique cette proprie´te´ : ils posse`dent a` la fois une teˆte hydrophile, polaire ou
charge´e, et une queue hydrophobe, souvent une chaˆıne aliphatique.
La distinction entre tensio-actifs et de´tergents est d’ordre fonctionnel : un
de´tergent est capable d’enlever des salissures. Cela se refle`te souvent sur sa
structure par un e´quilibre entre les parties hydrophiles et hydrophobes domine´
par la teˆte hydrophile. Pour l’e´tude des prote´ines membranaires, les tensio-
actifs utilise´s sont tre`s fre´quemment de´tergents, afin de pouvoir solubiliser les
membranes biologiques.
Le choix d’un de´tergent approprie´, son utilisation a` la concentration ade´-
quate, sont des parame`tres fondamentaux qui conditionnent la solubilite´ de la
prote´ine, sa stabilite´, le maintien de sa fonction et de son organisation oligome´-
rique.
127
Cristallisation des prote´ines membranaires
Les tensio-actifs s’organisent en micelles et forment des agre´gats Les
micelles sont des agre´gats globulaires de mole´cules tensio-actives. Elles ne sont
qu’un des types d’assemble´es que peuvent former ces mole´cules (voir a` ce propos
le livre Intermolecular and surface forces de J. Israelashvili). L’existence de ces
structures organise´es provient de l’e´quilibre entre le rapprochement des chaˆınes
aliphatiques, e´nerge´tiquement favorable, et la re´pulsion des teˆtes polaires. Les
micelles peuvent eˆtre de formes et de tailles variables. Le nombre d’agre´gation
(le nombre de mole´cules qui forment une micelle) est une variable difficile a`
caracte´riser qui de´pend des conditions expe´rimentales.
Les micelles apparaissent lorsque la concentration en de´tergent de´passe une
valeur seuil appele´e CMC (acronyme de concentration micellaire critique). La
nature et la taille de la teˆte polaire comme la longueur des chaˆınes aliphatiques
influent sur la CMC6.
Dans le cas de me´langes complexes de´tergent–lipides–prote´ines, on continue
souvent d’utiliser les notions de micelles et de CMC bien qu’elles ne soient pas les
meilleurs descripteurs des assemble´es mole´culaires. En effet, le de´tergent semble
s’organiser plutoˆt en une monocouche autour des prote´ines membranaires.
Il est commun de rappeler que la taille de la « boue´e » de de´tergent ne doit
pas empeˆcher les contacts entre complexes prote´iques et que se placer le´ge`rement
au-dessus de la CMC est favorable lors des essais de cristallisation.
Comment choisir le bon de´tergent ? Ce choix est largement empirique. La
physico-chimie peut nous apprendre que tel tensio-actif forme tel type d’agre´-
gats, de micelles, mais ne permet par exemple ni de pre´voir, ni d’expliquer
pourquoi le Lapao permet une bonne solubilisation de bAAC1, de faible pertes
lors de la chromatographie sur hydroxylapatite, et la formation de cristaux en
pre´sence de Jeffamine. L’expe´rience accumule´e par les biochimistes indique que
les de´tergents purs non-ioniques « doux » posse´dant une chaˆıne carbone´e de 8
a` 14 carbones sont adapte´s a` la manipulation des prote´ines membranaires.
Une me´thode parmi d’autres peut eˆtre la suivante [Odahara, 2004] : com-
mencer par fixer la taille de la chaˆıne acyle a` partir de la composition lipidique
de la membrane. En effet il faut que les zones hydrophobes de la prote´ine et du
de´tergent se correspondent, et la longueur moyenne des chaˆınes lipidiques est
le meilleur indicateur pour deviner cette correspondance7. Ensuite, le type de
teˆte polaire peut eˆtre fixe´ a` l’aide d’un test de stabilite´. Un test fonctionnel est
ide´al, le maintien en solution de la prote´ine pendant plusieurs jours est un bon
indicateur. Si plusieurs de´tergents sont e´quivalents, on peut supposer accroˆıtre
ses chances en choississant celui de plus haute CMC, et formant les micelles les
6A titre d’exemple, pour une meˆme chaˆıne a` douze carbones, voici les CMC de diffe´rents
de´tergents (mM) : SDS 12 mM, LDAO autour de 1 mM, C12E2 0,033 mM, C12E4 0,064 mM,
C12E8 0,1 mM, C12E12 0,14 mM, β-D-glucopyranoside 0,19 mM, β-D-maltoside 0,18 mM. De
manie`re syme´trique, pour une meˆme teˆte polaire β-D-maltoside, voici les CMC des de´tergents
de diffe´rentes longueurs de chaˆınes : C8 19,5 mM, C9 6 mM, C10 1,6 mM, C11 0,59 mM, C12
0,18 mM, C13 0,033 mM, C14 0,012 mM. Source : the`se de D. Stroebel.
7Cela revient a` appliquer une sorte de re`gle de trois entre la longueur des chaˆınes lipidiques
(entre 14 et 24 carbones) et de celles du de´tergent (entre 8 et 14). . .
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plus petites.
4.2.2 Autour de la cristallogene`se
Essais par diffusion de vapeur, aspects pratiques La technique la plus
courante de cristallogene`se est dite de diffusion de vapeur, avec ses de´clinaisons
en goutte assise ou suspendue. Pour les essais re´alise´s au laboratoire, j’ai utilise´
des plaques 24 puits (Limbro ou Nextal Quiagen8) avec des gouttes suspendues,
d’un volume initial de 2 µL. Les essais robotise´s utilisent des plaques 96 puits
(Greiner) avec gouttes assises ou suspendues d’un volume compris entre 100 nL
et 2 µL. A l’IBS nous avons acce`s a` un robot Tecan place´ dans l’Institut capable
de re´aliser des micro-gouttes et a` un robot Carte´sian place´ au CIBB, capable
de re´aliser des plaques avec des nano-gouttes.
C’est presque uniquement ce robot Carte´sian que nous utilisons. L’e´quipe
de la plateforme qui l’ope`re a mene´ des de´veloppements technologiques appre´-
ciables : possibilite´ de travailler en gouttes suspendues, visualisation des plaques
via internet, remplissage personnalise´, etc. . . Ne´anmoins, l’usage des robots im-
pose deux contraintes principales : il faut re´server un cre´neau –pas toujours
imme´diat– pour faire ses plaques, ce qui peut poser proble`me avec une prote´ine
instable, et il faut transporter les plaques en voiture sur quelques centaines de
me`tres, avec toutes les secousses thermiques et me´caniques qui accompagnent le
trajet. C’est pourquoi nous laissons nos plaques s’e´quilibrer, les inspectons sur
place puis seulement les rapportons au laboratoire.
Nous disposons a` l’IBS de la plupart des kits commerciaux de conditions
de cristallisation. Six kits supple´mentaires de 96 conditions chacun, conc¸us au
laboratoire, explorent des conditions adapte´es aux prote´ines membranaires. J’ai
aussi utilise´ re´gulie`rement un kit personnel centre´ autour des PEG et alcools
de petite masse mole´culaire, conc¸u a` partir des re´sultats de cristallogene`se de
bAAC1.
Pre´cipitant, prote´ine, de´tergent, une pie`ce a` plusieurs acteurs On
de´crit usuellement la cristallisation en faisant appel au diagramme de phase du
syste`me prote´ine–pre´cipitant : les concentrations de la prote´ine et du pre´cipitant
ade´quat sont choisies telles qu’on se place sur le diagramme au-dessus de la
courbe de solubilite´, dans la zone de nucle´ation (figure 4.1.a). Avec de nombreux
essais et de la chance, un cristal apparaˆıt.
On peut e´galement de´crire le comportement d’un de´tergent en solution graˆce
a` un diagramme de phase dont la figure 4.1.b. donne l’allure ge´ne´rale.
Par contre la description du syste`me complet (le complexe prote´ine–lipides
–de´tergent, les micelles libres, le pre´cipitant, les sels. . .) manque. La cristalloge-
ne`se des macromole´cules est tout autant une technique qu’une science, dans la
8Les plaques Quiagen pre´sentent l’avantage d’utiliser un couvercle avec un pas de vis, tre`s
pratique lorsqu’il est ne´cessaire d’acce´der plusieurs fois a` la goutte. L’e´tat de surface de la
lamelle de verre silanise´ est par contre meilleur pour les lamelles Hampton s’adaptant sur
les plaques Limbro. Certaines gouttes contenant du de´tergent s’e´talent e´norme´ment sur les
couvercles Quiagen mais gardent une forme correcte sur les lamelles Hampton.
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mesure ou` sa rationalisation est incomple`te et ou` elle se base sur la multiplica-
tion des essais. C’est encore plus vrai pour les prote´ines membranaires. On peut
cependant de´gager quelques grandes tendances, qui reposent davantage sur la
transposition d’une prote´ine a` l’autre que sur la rationalisation. Tout d’abord,
la pre´sence du pre´cipitant va favoriser la se´paration entre une phase pauvre en
de´tergent et une phase enrichie. Celle-ci se pre´sente sous forme d’une goutte
unique ou de multiples gouttelettes dans lesquelles la concentration en prote´ine
augmente, favorisant la nucle´ation. Ensuite, utiliser une concentration initiale
faible de de´tergent permet d’abaisser la solubilite´ de la prote´ine, et d’e´viter la
formation de phases de tensio-actifs organise´es.
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Fig. 4.1 – Diagramme de phase et cristallisation. (a) Diagramme de phase d’un
syste`me prote´ine–pre´cipitant. (b) Diagramme de phase d’un de´tergent. Au-dessus de
la limite de consolution apparaˆıt une se´paration de phase. La limite de consolution est
abaisse´e en pre´sence d’un pre´cipitant. Les fle`ches rouges repre´sentent le trajet suivi
pendant une expe´rience re´ussie de cristallisation par diffusion de vapeur, dans le cas
ou` intervient une se´paration de phase.
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4.3 Cristallisation en champ magne´tique
Des travaux indiquent que la pre´sence d’un champ magne´tique peut exercer
une influence sur la cristallisation, au moins dans le cas de prote´ines solubles
mode`les. Le nombre, la rapidite´ d’apparition ou encore l’orientation des cristaux
peuvent eˆtre modifie´s (voir Sato et al. [2000], Ataka et Wakayama [2002], Sato
et al. [2007] et les re´fe´rences incluses). La mosa¨ıcite´9 peut diminuer sensiblement,
alors que les autres parame`tres cristallins sont marginalement affecte´s.
D’autre part, des membranes pourpres riches en bacte´riorhodopsine et des
disques de membranes de cellules re´tinales riches en rhodospine ont la capacite´
de s’orienter en pre´sence d’un champ magne´tique [Neugebauer et Blaurock, 1977,
Chalazonitis et al., 1970, Saibil et al., 1976].
Graˆce a` Eric Beaugnon (CRETA) et James Torbet (IBPC), nous avons pu
re´aliser un essai de cristallisation de l’AAC dans des champs magne´tiques hori-
zontaux et verticaux. En pre´sence d’un champ horizontal, on observe un net effet
d’orientation des cristaux. C’est le seul effet visible puisque la qualite´ des don-
ne´es enregistre´es a` l’ESRF ne permet pas de connaˆıtre la mosa¨ıcite´, les facteurs
de tempe´rature, etc. . .
4.3.1 Principe et effet de l’action d’un champ magne´tique
Un champ magne´tique
−→
B0 peut exercer deux types d’actions sur un mate´riel
biologique tel que le noˆtre. Ces actions conduisent a` un effet d’orientation et/ou
a` un effet de le´vitation. L’orientation trouve sa source dans l’anisotropie de la
susceptibilite´ magne´tique de la particule conside´re´e, et ne´cessite une assemble´e
organise´e, par exemple un cristal, pour se manifester. L’effet de le´vitation pro-
vient de la force magne´tique re´pulsive relie´e a` la susceptibilite´.
La plupart des prote´ines posse`dent une susceptibilite´ ne´gative qui les range
dans la cate´gorie des mate´riaux diamagne´tiques. Le diamagne´tisme est la forme
la plus faible du magne´tisme ; il se caracte´rise par un champ induit proportionnel
au champ exte´rieur et qui s’oppose a` lui. Cette susceptibilite´ est la traduction a`
l’e´chelle macroscopique des modifications des orbitales atomiques des e´lectrons
a` cause du champ exte´rieur.
Les forces magne´tiques ne seront pas de´veloppe´es ici. Disons simplement dans
un gradient de champ vertical, et a` condition que la diffe´rence de susceptibilite´
entre le milieu exte´rieur (une solution aqueuse) et la particule soit suffisamment
forte, il peut y avoir une force ge´ne´re´e qui annule la force de gravite´. La norme
de cette force s’e´crit Fm = 1/2 ·V (χpart − χmilieu)∇H2 avec V le volume de la
particule, et celle de la gravite´ Fg = V (ρpart − ρmilieu)g.
Les forces magne´tiques pourraient aussi avoir un effet sur la nucle´ation pro-
venant d’une diminution de la convection et donc d’une zone de de´ple´tion autour
9Des expe´riences de diffraction en capillaire montrent ne´anmoins que la mosa¨ıcite´ d’un
cristal de prote´ine provient essentiellement des manipulations et de la conge´lation. Il convient
donc de rester prudent quant aux variations de celle-ci, qu’elles soient cause´es par un champ
magne´tique, par une micro-gravite´, etc. . . (Richard Kahn, communication personnelle).
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du cristal plus forte qu’en l’absence du champ
L’effet d’orientation provient de l’anisotropie de la susceptibilite´ magne´tique
cause´e par l’existence des structures secondaires, couple´e a` la pre´sence d’un
grand nombre de mole´cules dans une orientation identique.
4.3.2 Description de l’expe´rience
Cristallisation en goutte suspendue dans un champ magne´tique ver-
tical ou horizontal Une purification du complexe bAAC1-CATR Lapao a
e´te´ d’abord cristallise´e hors de l’aimant. Des cristaux poussent pendant la nuit,
et la meilleure condition (35% Jeffamine M600, 100 mM Hepes pH 7,5 et 10
mM NiSO4) est retenue apre`s observation des gouttes. De nouveaux essais sont
mis en place, dans la bobine cre´ant un champ magne´tique vertical de 16 T
a` diffe´rentes hauteurs, dans la bobine cre´ant un champ horizontal de 7 T, et
hors des bobines. Le champ magne´tique horizontal est uniforme dans la zone
ou` se trouvent les cristaux. Le champ magne´tique vertical varie avec l’altitude.
Les gouttes sont place´es pendant 72 heures dans le champ magne´tique, juste
apre`s me´lange de la prote´ine et du pre´cipitant. La tempe´rature est maintenue
constante a` 20◦C.
Re´sultats Des cristaux poussent dans l’ensemble des gouttes, dans les deux
orientations de champ et dans l’expe´rience controˆle. L’observation au microscope
des cristaux ne montre pas de diffe´rence frappante en terme de nombre, de
forme et de taille des cristaux. On observe pas d’effet du champ vertical sur la
localisation des cristaux dans la goutte.
Par contre, un net effet d’orientation des cristaux se manifeste en pre´sence
du champ magne´tique horizontal (voir la figure 4.2). Au lieu d’eˆtre vus du
« dessus », on les observe en effet depuis la « tranche ». Cet effet d’orientation
est partiel, c’est-a`-dire qu’il reste des cristaux non oriente´s. Il touche ne´anmoins
une majorite´ de cristaux.
4.3.3 Autour de l’effet d’orientation
Les microgouttes suspendues constituent un syste`me anisotrope La
pre´sence de tensio-actifs dans la goutte de cristallisation modifie la tension in-
terfaciale, et par conse´quent l’angle de contact du dioptre air–liquide avec la
surface ainsi que la ge´ome´trie de la goutte. On observe un effet d’e´talement : la
dimension caracte´ristique de la goutte dans la direction verticale est plus petite
que sa dimension dans le plan horizontal. La pre´sence du champ de gravitation−→g vertical cre´e e´galement une anisotropie.
Nous observons les conse´quences de cette anisotropie sur la croissance des
cristaux. Les plaques sont majoritairement oriente´es avec leur petite direction
paralle`le a` la verticale (voir le controˆle sur la figure 4.2). Si on conc¸oit facile-
ment que l’orientation des cristaux puisse eˆtre anisotrope, je ne suis pas capable
d’expliquer les causes de cette orientation. Interviennent peut-eˆtre le gradient de
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Fig. 4.2 – Effet d’orientation des cristaux de bAAC1-CATR en pre´sence
d’un champ magne´tique. Photos et repre´sentation sche´matiques de cristaux dans
des gouttes soumises a` un champ magne´tique horizontal (au centre) ou vertical (a`
droite). On observe un effet d’orientation au centre. La taille caracte´ristique des cris-
taux est de 200x50x10 µm.
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concentration –anisotrope lui aussi– en pre´cipitant qui s’e´tablit entre la surface
et le fond de la goutte et les diffe´rences de mouvements de convection dans les
trois directions. Je ne suis pas suˆr que la gravite´ joue un roˆle notable.
L’effet du champ magne´tique domine l’anisotropie de la goutte Les
cristaux observe´s dans cette expe´rience sont principalement des plaques. Le
groupe d’espace correspondant est C2221, et nous avons de´ja` de´crit l’empilement
cristallin (voir page 77). Sans en eˆtre suˆrs, nous supposons que la petite direction
correspond a` la direction d’empilement des couches de mole´cules.
Par conse´quent, la petite direction est grossie`rement paralle`le a` l’axe des
he´lices transmembranaires. Il s’agit d’une vision simplifie´e, puisque les he´lices
sont incline´es et coude´es, elle reste ne´anmoins valable pour l’interpre´tation qua-
litative de l’effet du champ magne´tique.
La capacite´ d’orientation d’une prote´ine dans un champ magne´tique provient
en premier lieu de l’anisotropie de susceptibilite´ magne´tique de la liaison pepti-
dique [Worcester, 1978]. En effet, la de´localisation des e´lectrons pi au niveau de
la liaison N–C et C–O a pour conse´quence que les cinq atomes qui la composent
sont inclus dans un plan.
Par analogie avec la liaison ester, on peut estimer l’anisotropie molaire de sus-
ceptibilite´ magne´tique de la liaison peptidique : ∆χM = χ// − χ⊥ = 8, 8 · 10−13
J.gauss−1.M−1 (a` comparer a` celle du benze`ne de 54 · 10−6 J.gauss−1.M−1).
Lorsque les polypeptides s’organisent en structures secondaires, les effets de
l’anisotropie des diffe´rentes liaisons peptidiques peuvent avoir des contributions
additives. Le cas d’une he´lice α est le plus favorable car les liaisons sont orien-
te´es par rapport a` l’axe de l’he´lice et la contribution totale est de l’ordre de
1/2 ·n ·∆χ pour une he´lice de n re´sidus [Worcester, 1978].
A l’e´chelle d’une mole´cule, l’effet de l’anisotropie est ne´anmoins minuscule
par rapport a` l’agitation thermique et l’orientation est en conse´quence tre`s faible.
En terme d’e´nergie, on a Em = |∆χ|H2  kT ∼ 4 · 10−21 J.
Par contre dans le cas d’un grand nombre de mole´cules organise´es, on ob-
serve une additivite´ de l’anisotropie qui peut conduire a` une forte orientation.
Les prote´ines membranaires en he´lices α participant a` des organisations supra-
mole´culaires sont donc particulie`rement aptes, avec leurs segments transmem-
branaires perpendiculaires a` la membrane, a` s’orienter dans un champ magne´-
tique. L’orientation de disques de membranes de cellules re´tinales (riches en
rhodopsine) a d’ailleurs e´te´ de´crite il y a plus de trente ans [Chalazonitis et al.,
1970].
On estime que l’e´nergie magne´tique doit eˆtre supe´rieur a` dix fois l’e´ner-
gie thermique pour observer une forte orientation [Torbet, 1983]. De`s lors on
peut donner la taille minimale du noyau cristallin susceptible de s’orienter. La
structure bAAC1 dans la conformation inhibe´e par le CATR pre´sente tre`s gros-
sie`rement 6 he´lices de 30 re´sidus incline´es d’une quinzaine de degre´s par rapport
a` la normale a` la membrane. L’e´nergie magne´tique d’un noyau cristallin de N
mole´cules s’e´crit donc :
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Em = |N · 1/2 ·n ·∆χM
Na
· facteur d’orientation| ·H2 (4.1)
Soit dans un champ de 7 T :
Em = |N · 6 · 1/2 · 30 · 8, 8 · 10
−6
6, 02 · 1023 (3/2 cos(15
◦)− 0, 5)| · 700002 ' 1, 06N · 10−24J
(4.2)
Il faut donc N > 4 · 104 mole´cules pour observer un forte orientation10.
La modification de l’orientation des cristaux en pre´sence d’un champ magne´-
tique horizontal est donc en accord avec la the´orie. Celle-ci explique e´galement
l’absence d’effet apparent du champ vertical : celui-ci renforce l’anisotropie na-
turelle de la goutte suspendue. Sans que je ne sois capable d’en proposer une
quantification, il est inte´ressant de noter que l’effet magne´tique est suffisamment
fort pour l’emporter sur l’anisotropie du syste`me.
Il faut noter ici que l’effet du champ sur la qualite´ des cristaux pose question.
En effet, si les cristaux croissent en absorbant des monome`res en solution, alors il
n’est pas e´vident d’imaginer par quel me´canisme le champ magne´tique pourrait
contribuer a` une meilleure organisation cristalline.
Des cristaux diffractants pour aller plus loin De nombreux cristaux ont
e´te´ peˆche´s, congele´s puis analyse´s a` l’ESRF. Malheureusement, la qualite´ de
diffraction des cristaux, controˆle ou pousse´s en pre´sence d’un champ magne´tique,
n’e´tait pas suffisante pour permettre l’analyse des parame`tres de diffraction.
Nous disposons a` pre´sent au laboratoire de cristaux d’autres prote´ines mem-
branaires, qui permettent d’envisager une suite a` cette premie`re expe´rience. On
peut imaginer observer le meˆme effet d’orientation sur des cristaux en forme
de plaques du photosyste`me de Rhodobacter spheroides, et surtout analyser l’ef-
fet du champ sur des cristaux de la prote´ine mode`le AcrB de E. coli, dont la
diffraction est suffisante et reproductible.
4.4 De´tection par diffraction de cristaux en phase
cubique de lipides
Cette section de´crit des expe´riences re´alise´es pendant la premie`re pe´riode
de ma the`se. Elles sont reste´es en suspens depuis, pour diverses raisons dont
ma pre´fe´rence pour l’e´tude du transporteur n’est pas la moindre. J’inclus ici les
re´sultats pre´liminaires obtenus.
10Notons toutefois qu’il s’agit d’une estimation basse dans laquelle l’effet des segments
he´lico¨ıdaux, et celui des re´sidus aromatiques oriente´s paralle`lement a` la membrane ne sont
pas pris en compte (il vont diminuer la valeur de ∆χ). Un re´sidu aromatique contribue autant
que treize liens peptidiques dans une he´lice, et les segments he´lico¨ıdaux comptent une trentaine
de liaisons. . . l’anisotropie est diminue´e d’autant, et donc N augmente. Retenons au final que
le nombre de mole´cules ne´cessaire a` une orientation est petit devant la population d’un cristal.
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4.4.1 Phases cubiques de lipides et prote´ines membra-
naires
Landau et Rosenbusch ont initie´ en 1996 une nouvelle me´thode de cristalli-
sation des prote´ines membranaires [Landau et Rosenbusch, 1996], dite en phase
cubique de lipides (Φ3). La premie`re structure obtenue graˆce a` cette me´thode
est celle de la bacte´riorhodospine, au laboratoire [Pebay-Peyroula et al., 1997].
Cette me´thode repose sur la capacite´ de certains lipides a` former des re´seaux
continus de bicouches incurve´es. Une prote´ine membranaire peut s’incorporer
et diffuser dans ces bicouches. Les phases cubiques forment donc une matrice
favorable a` double titre : 1. vis-a`-vis de la stabilite´ des prote´ines membranaires
de par la ressemblance a` leur environnement natif ; 2. vis-a`-vis de la cristallisa-
tion car les variations de courbure de la bicouche peuvent favoriser l’agre´gation
late´rale des prote´ines.
Position du proble`me : les essais de cristallisation en phase cubique
sont plus pe´nibles que les essais en diffusion de vapeur Le protocole
de pre´paration des essais en phase cubique se de´roule comme suit :
– le lipide en poudre est pese´ et introduit dans le corps d’une seringue Ha-
milton modifie´e,
– la solution prote´ique est place´e dans un deuxie`me corps de seringue,
– une fois les seringues connecte´es, une centaine d’allers-retours des pistons
permet la formation de la phase cubique inte´grant la prote´ine par me´lange
me´canique,
– le gel obtenu est re´parti dans des tubes en verre scelle´s et pese´s individuel-
lement deux fois (pour quantifier la phase cubique, puis le pre´cipitant),
– les tubes sont observe´s au microscope.
L’e´paisseur de la phase cubique, les dioptres courbes (les tubes sont cylindriques)
rendent l’observation ardue. La pe´nibilite´ de l’ensemble de la manoeuvre fait des
phases cubiques un bon test de la patience et de la pugnacite´ d’un the´sard ou
d’un postdoctorant.
Plus se´rieusement, on peut dire que la technique de cristallisation en phase
cubique rele`ve encore, tant que les de´veloppements technologiques ne sont pas fi-
nalise´s, de l’artisanat, alors que les essais en diffusion de vapeur ont e´norme´ment
be´ne´ficie´ de l’apport de la robotisation et de la miniaturisation.
De´veloppements technologiques autour des phases cubiques Des avan-
ce´es technologiques, qui ne se sont pas encore concre´tise´es par la commerciali-
sation de mate´riel, sont rapporte´es dans la litte´rature. V. Cherezov a conc¸u un
robot capable de « pipeter » les gels [Cherezov et al., 2004]. Des exemples de
plaques de cristallisation adapte´es [Cherezov et al., 2004] sont de´crites. L’ori-
ginalite´ de notre approche tient a` la me´thode de de´tection : les autres plaques
utilisent des supports en verre pour clore les puits, non transparentes aux rayons
X et donc impropres a` la de´tection des cristaux par diffraction.
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La possibilite´ de de´tection directe des cristaux par diffraction Il est
possible de de´tecter sans observation pre´alable des cristaux de prote´ine dans une
goutte a` l’aide d’un faisceau de rayon X [Jacquamet et al., 2004]. S’il ne faut
pas interpre´ter cette possibilite´ en annonc¸ant l’ave`nement de l’automatisation
totale de la re´solution de structure, elle reste ne´anmoins attrayante, par exemple
pour faire la diffe´rence entre un cristal de sel et un cristal prote´ique11. Dans le
cas particulier des phases cubiques, avec les grandes difficulte´s d’observation
connues, une plaque conciliant observation optique et de´tection par diffraction
paraˆıt un proof of concept inte´ressant.
A plus longue e´che´ance, au vu des difficulte´s pour extraire, re´cupe´rer, la-
ver, monter sur une boucle un cristal issu d’un essai en phase cubique, l’ide´e,
aujourd’hui chime´rique, de collecter les donne´es de diffraction in situ est tre`s
attirante.
4.4.2 Notions de base concernant les phases cubiques
Qu’est-ce qu’une phase cubique ? En pre´sence d’eau, les lipides, comme
les autres mole´cules amphiphiles, peuvent se structurer en diffe´rentes phases.
La phase lamellaire ou` les lipides s’organisent en bicouches est connue depuis
longtemps des biologistes, mais d’autres types de phases existent pour certains
lipides : structures hexagonales, structures cubiques... (figure 4.3). Ce sont a` ces
dernie`res, et plus pre´cise´ment aux phases cubiques bicontinues que nous
nous inte´ressons. Celles-ci sont caracte´rise´es par un ordre tridimensionnel a`
grande e´chelle : les mole´cules de lipides s’agencent en bicouches courbe´es selon
un motif qui se re´pe`te « comme dans un cristal », cristal dont les me´sophases se
distinguent par le de´sordre local, des chaˆınes carbone´es notamment. Ces phases
sont transparentes et visqueuses : d’aspect elles ressemblent a` un gel. Elles sont
isotropes, ce qui permet de les caracte´riser avec un microscope polarisant par
opposition aux phases lamellaires anisotropes. Elles peuvent eˆtre me´tastables et
on peut observer la persistance pendant plusieurs semaines de Φ3 chauffe´es ou
refroidies par rapport a` leur tempe´rature usuelle de formation.
Les Φ3 sont classe´es en fonction de leur groupe d’espace caracte´rise´ par dif-
fraction des rayons X et cryo-microscopie e´lectronique, et portent des noms qui
indiquent les syme´tries qu’elles pre´sentent. Seul un petit nombre de groupes
d’espace diffe´rents ont e´te´ mis en e´vidence : Ia3d, Pn3m, Pm3n, Im3m... sans
doute existe-t-il des Φ3 avec d’autres groupes d’espaces qui n’ont pas encore e´te´
caracte´rise´es. La description la plus re´pandue de ces Φ3, issue de la ge´ome´trie dif-
fe´rentielle, repose sur les surfaces minimales pe´riodiques12 (IPMS, acronyme de
Infinite Periodic Minimal Surfaces), qui ont comme proprie´te´ d’avoir une cour-
bure moyenne nulle. Cela signifie sommairement qu’en tout point, si la surface
est concave dans une direction, elle sera convexe dans la direction perpendicu-
laire du plan tangent. Un exemple typique de point avec une courbure moyenne
11C’est aussi possible avec un robot imageur « classique » capable de travailler dans le visible
et a` 280 nm, comme celui que de´veloppe G. Schertler.
12voir le site www.msri.org/publications/sgp/jim/geom/level/library/triper/index.html mis a`
jour par J. Hoffmann.
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Fig. 4.3 – Me´sophases lipidiques. A gauche le diagramme de phase me´tastable
du syste`me eau–monoole´ine. LC phase lamellaire cristalline ; Ia3d et Pn3m phases
cubiques ; FI phase fluide isotrope ; Lα phase lamellaire cristalline liquide. A droite la
repre´sentation sche´matique des phases cubiques Ia3d et Pn3m ; la pre´sence d’eau est
indique´e par la couleur.
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nulle est le centre d’une surface en selle de cheval.
Les Φ3 sont caracte´rise´es a` la fois par un type de re´seau, mais e´galement
par un parame`tre de maille. Au sein d’un meˆme re´seau on peut observer des
variations du parame`tre de maille de l’ordre de 30%. Le groupe d’espace, le
parame`tre de maille et leurs variations (fonction de la composition du me´lange
lipides-eau, de la tempe´rature, d’e´ventuels additifs. . .) sont fondamentaux pour
les essais de cristallisation.
Me´canisme de la cristallisation On ne connaˆıt pas bien le me´canisme qui
gouverne l’apparition puis la croissance de cristaux en Φ3 ; ne´anmoins, la litte´-
rature [Nollert et al., 2001] en de´crit le canevas, dans lequel la correspondance
imparfaite entre les parties hydrophobes de la prote´ine et celles de la bicouche
de lipides –qui de´pend du parame`tre de maille de la phase cubique– serait a`
l’origine de l’organisation late´rale des prote´ines au sein d’une phase lamellaire
en cristaux 2D, puis en cristaux 3D par empilement de couches lamellaires.
Celles-ci ont e´te´ image´es par microscopie a` force atomique [Qutub et al., 2004].
L’ide´e ge´ne´rale est donc la suivante : les prote´ines sont incorpore´es de manie`re
homoge`ne au sein de la Φ3 (cela se ve´rifie par l’homoge´ne´ite´ de la couleur pourpre
d’une pre´paration de bR en Φ3) ; la courbure de la bicouche est faible et la
partie hydrophobe de la prote´ine est bien prote´ge´e par les chaˆınes acyles des
lipides. Une perturbation du parame`tre de maille induite par l’ajout d’agent(s)
pre´cipitant(s) augmente la courbure de la bicouche. La correspondance entre
les zones hydrophobes prote´iques et lipidiques est moins bonne, les prote´ines
diffusent vers des zones locales ou` les lipides sont organise´s en lamelles (autour
des cristaux, on peut mettre en e´vidence des re´gions bire´fringentes — donc
non cubiques — que l’on suppose lamellaires). Des contacts prote´ine–prote´ine,
favorise´s par l’ajout des pre´cipitants, se forment et un arrangement cristallin 2D
puis 3D prend naissance (figure 4.4).
Des travaux me´thodologiques ont explore´ l’influence de diffe´rents pre´cipi-
tants [Cherezov et al., 2001], de diffe´rents de´tergents [Misquitta et Caffrey,
2003], de diffe´rents lipides [Misquitta et al., 2004], tout comme la possibilite´
d’utiliser les phases e´ponges (ou plutoˆt les phases cubiques fondues) [Cherezov
et al., 2006b] sur la cristallisation.
4.4.3 Un prototype de plaque pour la de´tection directe
par diffraction
Pre´paration des e´chantillons La mono-ole´ine est commande´e chez Nu-
Check. Le lyzosyme est mis en solution a` partir d’une poudre lyophilyse´e com-
merciale (Roche). La bacte´riorhodospine est pre´pare´e a` partir de membrane
pourpre [Gordeliy et al., 2003] fournie par V. Gordeliy (IBIS-2, Ju¨lich), ou utili-
se´e directement dans le cas de la prote´ine purifie´e (fournie par V. Gordeliy ou Y.
Gohon de l’IBPC). Les phases cubiques sont forme´es par me´lange me´canique a`
partir de 60% de lipides et 40% de solution prote´ique en rapport poids–volume.
Le lysozyme est concentre´ a` 30 mg/mL dans un tampon d’ace´tate de sodium
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Fig. 4.4 – Me´canisme de cristallisation en phase cubique. En haut, description
sche´matique des e´tapes de la cristallisation de la bR en Φ3. Des patches de membranes
(1) ou des complexes prote´ine–de´tergent (2) de bR sont inte´gre´s spontane´ment dans
la Φ3, et peuvent y diffuser librement (3). L’ajout de sels augmente la courbure de
la bicouche de lipides et diminue la taille de la maille (4). L’extraction de la prote´ine
hors de la bicouche courbe´e et son incorporation dans des domaines lamellaires fa-
vorise la nucle´ation. Cette extraction est favorise´e e´nerge´tiquement par la mauvaise
correspondance entre les parties hydrophobes des lipides et de la prote´ine dans la
Φ3. Le processus de cristallisation est acheve´ lorsqu’un cristal coexiste avec une Φ3
pauvre en bR (5). Une structure lipidique permet la diffusion des prote´ines depuis
et vers le cristal : la re´hydratation entraˆıne la dissolution du cristal et la prote´ine re-
vient alors dans la phase cubique. En bas, repre´sentation sche´matique des interactions
prote´ines-membrane au cours de la cristallisation, et des changements d’e´nergie libre
correspondants. Repris de Nollert et al. [2001]. L’image a` droite est un cristal de bR
vu par AFM, ou` l’on voit l’empilement des couches cristallines [Qutub et al., 2004].
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pH 4,6, et la bacte´riorhodopsine est concentre´e a` 5 mg/mL dans 370 mM de
tampon phosphate a` pH 5,6 contenant 1,2% (m/v) β-OG. Le pre´cipitant est
ajoute´ sous forme de solution saline concentre´e manuellement ou avec le robot
Cartesian de l’EMBL pour atteindre une concentration finale de l’ordre de 1 M.
Description de la plaque Le prototype est forme´ de trois plaques perce´es
d’un meˆme motif de trous (figure 4.5). Les e´chantillons sont de´pose´s dans les
trous de la plaque interne, et l’e´tanche´ite´ est assure´e par deux films de polyme`res
huile´s. La contenance des trous est de l’ordre de 2 mg de phase cubique. Les
dimensions exte´rieures de la plaque sont identiques a` celles d’une plaque 96
standard, ce qui permet la compatibilite´ avec les robots existants.
Fig. 4.5 – Le prototype de plaque de cristallisation. (a) Photographie de la
plaque maintenue par la pince du robot de la ligne de lumie`re FIP. (b) Photographie
d’une plaque Greiner et de notre prototype coˆte-a`-coˆte. (c) Sche´ma en coupe de la
plaque, la phase cubique est repre´sente´e en bleu sur l’encart de droite.
Tests de diffraction Ceux-ci sont re´alise´s sur la ligne de lumie`re FIP (BM30A)
de l’ESRF, avec l’aide de Je´re´my Ohana, et graˆce au dispositif mis en place par
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Jean-Luc Ferrer et Lilian Jacquamet. La plaque est place´e sur une pince spe´-
ciale du robot de manipulation, qui vient la disposer devant le faisceau. Apre`s
un centrage parfois home´rique, nous pouvons enregistrer plus de seize images
par puits pour scanner entie`rement son contenu, avec des oscillations de notre
choix (en ge´ne´ral de 10◦). La taille du faisceau influe peu sur la de´tection des
cristaux (intervalle teste´ de 50 a` 500 µm).
Il faut comprendre que lors de ces tests a` l’ESRF, nous travaillons en aveugle,
c’est-a`-dire que nous ne savons pas si l’image de diffraction que nous enregistrons
correspond a` une zone ou` se trouve un cristal. Lorsqu’on utilise des cristaux
monte´s dans des boucles en nylon, une came´ra permet de centrer le cristal dans
le faisceau de rayons X. Dans le cas de la plaque, et avant la reconstruction de
la ligne FIP, la visualisation optique ne permettait pas de regarder les puits. Ce
devrait dore´navant eˆtre possible puisque la nouvelle came´ra est « dans l’axe »,
c’est-a`-dire qu’elle permet de voir les cristaux dans la direction d’arrive´e des
rayons X.
4.4.4 Re´sultats
Croissance et observation des cristaux Nous avons re´ussi a` faire pousser
des cristaux de lysozyme en phase cubique dans les puits de notre plaque, par
contre nous ne sommes pas parvenus a` obtenir de cristaux de bacte´riorhodopsine
a` l’inte´rieur des puits (figure 4.6.b et .c). Il s’agit probablement d’un proble`me
de scellement des puits par le film, qui permet a` la phase cubique de s’e´taler
sur le pourtour. Il est e´tonnant de constater que des cristaux apparaissent sur
ce pourtour mais pas dans le puits, comme si la phase cubique y e´tait diffe´rente
(peut-eˆtre car compresse´e me´caniquement lorsqu’on appuie sur le film ?).
Fig. 4.6 – Cristaux dans la plaque pour les phases cubiques. (a) Cristaux de
lysozyme en phase cubique dans un tube. (b) Cristaux de lysozyme pousse´s dans la
plaque. (c) Cristaux de bR sur le pourtour d’un puits de la plaque.
L’observation des cristaux par microscopie optique est excellente, comme le
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montrent les photos de la figure 4.6. Toutefois, l’observation en lumie`re polarise´e
n’est plus possible puisque les films qui ferment les puits sont des polyme`res
e´tire´s et donc anisotropes.
La qualite´ du scellement est meilleure avec du film Sarant (du film transpa-
rent de cuisine) qu’avec du kapton ou du myelar, utilise´s initialement pour leur
transparence aux rayons X. Lors de l’emploi de Sarant sur une plaque huile´e,
on ne voit pas de de´shydratation au bout de plusieurs semaines. Cette de´shy-
dratation intervient en quelques jours avec les autres films dans les conditions
teste´es.
Quelques taches de diffraction. . . Nous de´tectons correctement les cris-
taux de lysozyme pre´sents dans la phase cubique (figure 4.7.b). Il n’en est pas
de meˆme pour les cristaux de bacte´riorhodopsine, qu’ils soient transfe´re´s depuis
un tube (figure 4.7.c) ou qu’on essaie de voir ceux ayant pousse´ sur le pourtour
d’un puits (figure 4.7 d a` f).
Ame´lioration des re´sultats Ces expe´riences de de´tection directe de la dif-
fraction de cristaux en phase cubique seront poursuivies, et les efforts devront
porter conjointement sur la croissance de cristaux de bR directement dans les
puits de la plaque, et dans le bon controˆle de la position du faisceau et des
parame`tres ge´ome´triques lors du test de diffraction.
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Fig. 4.7 – Diffraction des cristaux dans la plaque. (a) Diffraction du sel utilise´
comme pre´cipitant. (b) Diffraction de multiples cristaux de lysozyme (basse re´solu-
tion). (c) Quelques taches attribue´es a` des cristaux de bR transfe´re´s depuis un tube.
(e) Sur le pourtour d’un puits, la` ou l’e´paisseur de plastique est maximum (anneaux de
diffusion). (f) Grossissement du centre de l’image. On voit des taches caracte´ristiques






Nous avons obtenu une nouvelle forme cristalline du complexe bAAC1-CATR,
a` faible force ionique. Ces cristaux ont permis une meilleure description des trois
cardiolipides associe´s a` la prote´ine. Les teˆtes polaires de ceux-ci interagissent
avec des re´sidus conserve´s et relie´s par la pseudo-syme´trie d’ordre trois. L’empi-
lement cristallin de cette nouvelle forme met en e´vidence des monome`res accole´s,
avec une double couche de cardiolipides se´parant les prote´ines au niveau des in-
terfaces.
L’ultracentrifugation analytique d’e´chantillons semblables a` ceux destine´s a`
la cristallisation nous a permis de montrer que la prote´ine est monome´rique dans
les dernie`res e´tapes de sa purification. La diffusion des neutrons conduite sur
les meˆmes e´chantillons donne des re´sultats d’interpre´tation de´licate, a` cause de
l’incertitude qui entaˆche la de´termination du point d’annulation du constraste.
Ces re´sultats remettent en cause l’interpre´tation par un mode`le dime´rique des
donne´es e´quivalentes de la litte´rature.
Nous nous sommes heurte´s a` l’impossibilite´ de copurifier l’AAC avec deux de
ses partenaires potentiels. Ni la cyclophiline D, ni Vpr, dans les conditions tes-
te´es, n’interagissent fortement avec le transporteur. La recherche de la structure
d’une autre conformation de l’AAC est un proble`me difficile, que nous avions
choisi d’aborder par le biais des interactions prote´ine-prote´ine. Nos expe´riences
montrent que cette piste n’est pas la bonne. Par ailleurs, elles forment un socle
sur lequel pourrait s’appuyer une remise en question de la force des interactions
entre prote´ines au sein du pore de transition de perme´abilite´, voire du roˆle qu’y
joue l’AAC.
Des re´sultats pre´liminaires encourageants de cristallisation apre`s gradient de
saccarose, de manipulation de la prote´ine a` l’aide d’amphipols sont autant d’in-
vitations a` poursuivre le travail structural sur l’AAC. On peut en effet trouver
des pistes cristallines nouvelles apre`s e´limination du de´tergent en exce`s, et les
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amphipols pourraient permettre de re´aliser un e´change du de´tergent de solubi-
lisation.
La cristallisation de l’AAC en pre´sence d’un champ magne´tique permet de
mettre en e´vidence un effet d’orientation des cristaux. D’un point de vue me´tho-
dologique, c’est une observation inte´ressante qu’il faudrait corre´ler a` une analyse
de la qualite´ de la diffraction.
5.2 Perspectives
L’e´tude du transporteur mitochondrial d’ADP et d’ATP est un « vieux »
sujet, pour lequel beaucoup de voies ont de´ja` e´te´ explore´es, et de nombreuses
donne´es accumule´es. Ne´anmoins, les perspectives de prolongement et d’exten-
sion d’un travail structural sur cette prote´ine sont riches. Si je disposais de
quelques anne´es, voici quelles envies je re´aliserais :
1. Etudier l’effet sur la cristallisation de l’ajout de lipides Un telle
e´tude pourrait commencer par des ajouts de cardiolipides lors d’une pre´para-
tion usuelle, et en paralle`le, apre`s migration de la prote´ine dans un gradient de
saccarose. Je crois qu’il ne faut plus attendre de disposer d’un moyen de controˆ-
ler l’environnement du complexe membranaire, bien qu’e´videmment il soit plus
pertinent d’ajouter des lipides a` une prote´ine en liant peu, qu’a` une prote´ine
de´ja` accompagne´e de 170 moles de lipides. Dans le cas ide´al, il faudrait cou-
pler ces expe´riences a` des essais fonctionnels d’e´lectrophysiologie, dore´navant
envisageables au laboratoire1.
2. Explorer l’e´change de de´tergent a` l’aide d’amphipols et 3. S’attar-
der sur la purification en pre´sence de nucle´otides modifie´s Concevoir
une chromatographie d’affinite´ pour l’AAC n’est pas une taˆche facile, mais je
crois que les implications possibles me´ritent de s’y atteler. Les compe´tences re-
quises pour la mener a` bien rele`vent de la biochimie et de la chimie de synthe`se.
4. Elargir le travail sur les partenaires prote´iques Malgre´ mon expe´-
rience malheureuse dans l’e´tude des interactions prote´iques, je pense que le la-
boratoire dispose a` porte´e de main des compe´tences et du mate´riel pour explorer
les interactions entre l’AAC, VDAC, PBR, la cyclophiline D. . . et que cette ex-
ploration peut porter ses fruits. Si des re´sultats positifs ne sont pas certains, un
travail syste´matique pourrait permettre, le cas e´che´ant, de rectifier une vision
du PTP non conforme a` la re´alite´.
5. Etudier la localisation du transporteur d’ADP/ATP L’e´tude de l’or-
ganisation des prote´ines dans leurs membranes natives avec la microscopie a`
1De tels essais sont possibles en black lipid membrane et non en patch clamp. On pourrait
aussi conside´rer d’autres membres de la MCF pour lesquels on dispose d’un test fonctionnel.
146
Conclusions et perspectives
force atomique, comme cela a e´te´ fait tout re´cemment pour VDAC, serait une
me´thode de choix pour trancher le de´bat sur l’oligome´rie du transporteur ADP-
ATP. Graˆce aux progre`s de l’imagerie par fluorescence, on peut e´galement imagi-
ner a` moyen terme pouvoir suivre la localisation et la dynamique des associations
de prote´ines a` l’e´chelle d’un organite tel que la mitochondrie . Ces approches
expe´rimentales pourraient eˆtre couple´es a` une mode´lisation de la diffusion des
mole´cules le long de la membrane interne a` l’e´chelle me´soscopique.
Au niveau me´thodologique Une expe´rience supple´mentaire de cristallisa-
tion en champ magne´tique avec les diffe´rentes prote´ines membranaires dispo-
nibles au laboratoire devrait permettre de recueillir des donne´es sur la qualite´
de diffraction des cristaux. En ce qui concerne le prototype de plaque de cris-
tallisation pour les phases cubiques, je pense qu’il est raisonnable de se limiter
a` valoriser les premiers re´sultats obtenus.
5.3 Hypothe`ses sur le me´canisme de transport
Une e´bauche d’un me´canisme de transport ne peut eˆtre ni comple`te ni pre´-
cise a` l’e´chelle mole´culaire : les informations structurales sont trop partielles.
Par exemple, on ignore l’emplacement des sites de liaison des nucle´otides et les
mouvements lors des changements de conformation sont presque inconnus.
Cependant, certaines e´tapes de ces changements sont partiellement jalon-
ne´es. A partir de la structure, on peut en effet supposer que :
– l’ADP va eˆtre attire´ puis descendre au fond de la cavite´,
car il est difficile d’imaginer que la conformation non inhibe´e par le CATR
ne comporte pas une cavite´ ressemblant a` celle de la structure connue ;
– des ponts salins entre re´sidus charge´s de la signature MCF vont se rompre,
car autrement on ne dispose pas de l’espace suffisant pour le passage du
substrat ;
– ce qui permettra une modification de l’angle du coude des he´lices et le
pivotement des parties situe´es apre`s les re´sidus proline,
la justification est identique a` celle du point pre´ce´dent ;
– les boucles matricielles vont subir des mouvements importants.
ce dernier point est appuye´ par la biochimie, mais e´galement par le fait
qu’il faut laisser passer le substrat et de´voiler un site de fixation du nu-
cle´otide coˆte´ matriciel.
Aucun des quatre points pre´ce´dents ne fait l’objet d’une certitude. Ne´an-
moins il s’agit de suppositions plausibles, comme le soulignent les arguments en
couleur.
La donne´e conjointe de ces jalons, de la connaissance de la surface de la
cavite´, et de l’emplacement des lipides peut conduire a` l’hypothe`se partielle que
nous allons maintenant de´velopper.
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Une asyme´trie autour de CDL801 Le cardiolipide CDL801 est de loin le
mieux de´fini dans les cartes de densite´ e´lectronique2. De plus ses conformations
dans les formes cristallines centre´es et primitives se ressemblent plus que celles
des CDL800 et CDL802. L’empilement cristallin joue ici un roˆle : on constate
que les cardiolipides CDL801 adjacents des monome`res A et B s’emboˆıtent, et
de plus ces prote´ines sont proches, ce qui participe sans doute a` une « prise en
sandwich » efficace3. Est-il possible que ce meilleur positionnement refle`te aussi
une importance particulie`re du CDL801 ? Les interactions prote´ine–lipides ne
semblent pas le dire : les trois lipides ont des interactions globalement e´quiva-
lentes avec la prote´ine4, et le CDL801 n’est pas mieux fixe´ que les deux autres.
Ne´anmoins, il est tentant de pousser plus avant l’interpre´tation de cette asy-
me´trie entre les cardiolipides. D’autant plus que des indications supple´mentaires
renforcent l’ide´e qu’il se passe peut-eˆtre des choses importantes dans la re´gion
proche du CDL801.
Ele´ments supple´mentaires d’asyme´trie
1. Observons d’abord l’inte´rieur de la cavite´, dont la partie inte´ressante est
reproduite figure 5.1. L’e´chelle verticale forme´e par trois re´sidus tyrosine
se place dans une zone angulaire e´troite, le´ge`rement de´cale´e par rapport au
groupement phosphate PB du CDL801. Cette e´chelle est prolonge´e dans
sa partie basse par deux re´sidus hydrophobes expose´s, I183 et G182, puis
par deux re´sidus aromatiques, Y228 et F230 qui entourent la proline P229
(celle qui coude H5). Les re´sidus I183 et G182 ont e´te´ propose´s comme
appartenant au site de fixation de l’ADP [Robinson et Kunji, 2006]. Si le
trajet de descente de la partie phosphate de l’ADP dans la cavite´ est de´licat
a` de´crire –car les re´gions positives sont re´parties de manie`re he´te´roge`ne–,
il est a` l’inverse frappant de noter que les re´sidus susceptibles d’interagir
avec la base ade´nine sont plutoˆt groupe´s dans une meˆme zone angulaire.
2. L’asyme´trie de fixation du CATR dans la cavite´ le place dans cette meˆme
zone (figure 5.2.c). Le noyau diterpe`ne de la mole´cule est proche de l’he´-
lice H5, et un des groupements carboxyles interagit avec R234 et R235.
De meˆme lors d’essais de docking de l’ADP a` l’inte´rieur de la cavite´, le
nucle´otide se positionne avec sa base oriente´e vers cette zone (figure 5.2.b).
3. La signature des transporteurs d’ADP et d’ATP, RRRMMM, se situe dans
cette meˆme zone (figure 5.2.d). Il existe un re´seau de ponts salins entre
R236, E264 et K2715.
4. La boucle M1 comprend la cyste´ine 56 dont l’accessibilite´ varie lors des
changements conformationnels [Hashimoto et al., 1999]. Cette boucle contient
l’he´lice h1−2 qui interagit avec l’autre groupement phosphate P1 du CDL801.
Il est propose´ que les mouvements de cette boucle aient une amplitude
importante ; de plus il est e´galement propose´ que l’he´lice H2 subisse une
2 revoir la figure 2.25 de la page 88.
3 revoir la figure 2.22 de la page 81, panneau en bas a` gauche.
4 revoir la figure 2.27 de la page 90, panneau en haut a` gauche.
5revoir la figure 2.28 de la page 91, panneau de droite
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Fig. 5.1 – L’inte´rieur de la cavite´ pre`s de P229 : la zone de descente
de l’ade´nine ? A gauche une repre´sentation plane des re´sidus expose´s de l’inte´rieur
de la cavite´. A chaque atome correspond un cercle dont le rayon est proportionnel
a` l’exposition. A droite les re´sidus de cette meˆme zone de la cavite´ dans le mode`le
atomique. Le phosphate PB (non repre´sente´) serait « a` gauche » de cette zone (a` titre
indicatif : θP229 = 152




Fig. 5.2 – Autres e´le´ments d’asyme´trie. Position angulaire, dans une vue depuis
l’espace intermembranaire, des e´le´ments implique´s dans le me´canisme de transport.
(a) Les he´lices H4 (e´chelle de tyrosines) H5 (comprenant P229) et H6 (relie´e au
cardiolipide 801), le CDL801, les boucles matricielles M1 et M2, le CATR et un ADP
(essai de docking). Comme il devient difficile de voir la place de chacun des e´le´ments, les
panneaux suivants les reprennent un par un. (b) Position de l’ADP (essais de docking).
(c) Position du CATR. (d) Position du CDL801 et de la signature RRRMM.
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modification de sa conformation lors du transport via des expe´riences de
scanning cyste´ine [Kihira et al., 2004]. Le groupe des he´lices H1 et H2
est, a` la hauteur des prolines conserve´es, diame´tralement oppose´ a` la zone
angulaire de´crite ci-dessus.
Je propose donc un me´canisme de transport asyme´trique dans lequel la zone
angulaire autour de P229, F270 et de PB du CDL801 est relativement contrainte,
tandis qu’a` l’inverse de plus amples mouvements auraient lieu « de l’autre coˆte´ »
de la prote´ine, au niveau de la boucle M1 et de l’he´lice H1.
Voyons comment un tel sce´nario peut se de´rouler, et le roˆle qu’y joue le
cardiolipide CDL801.
Ce n’est pas le roˆle du CDL801 d’accomoder un « mismatch » hy-
drophobe Le roˆle de protection des surfaces hydrophobes des prote´ines joue´
par les lipides est connu ; les lipides structuraux peuvent ainsi permettre une
adaptation locale de l’e´paisseur de la bicouche a` l’e´paisseur de la couronne hy-
drophobe sur le pourtour de la prote´ine. Le prolongement de ce raisonnement
peut conduire dans notre cas a` imaginer que les cardiolipides accompagnent les
changements de conformations, si ceux-ci font « de´passer » une plus large zone
hydrophobe du coˆte´ matriciel. Je ne pense pas que cette hypothe`se soit bonne.
Il est tre`s plausible que l’exposition a` la matrice soit plus importante au
cours du cycle de transport qu’elle ne l’est dans la structure connue. C’est le
corollaire du mouvement des boucles, de la modification e´ventuelle du coude des
he´lices paires. Et cela a e´te´ observe´ indirectement de`s 1980 a` travers les expe´-
riences de microscopie apre`s cryofracture [Brandolin et al., 1980] dans lesquelles
la re´partition des prote´ines entre les couches concave et convexe apre`s fracture
est diffe´rente en fonction de l’inhibiteur, ce qui est un indice d’un changement
d’exposition en conformation BA.
Ne´anmoins si des lipides accompagnent ce mouvement, ce ne sont proba-
blement pas les cardiolipides structuraux. En effet, l’analyse de l’hydrophobie
des faces du segment he´lical h1−2 montre que la face oriente´e vers l’exte´rieur
est relativement hydrophobe (figure 5.3). Or cette face n’est pas prote´ge´e par
un des cardiolipides visibles dans la carte de densite´. De plus les chaˆınes ali-
phatiques qui partent du phosphate PA (le plus proche de h1−2) n’interagissent
pas avec la prote´ine, et devraient interagir plutoˆt avec des lipides prote´geant
h1−2 . Ceux-ci, formant une sorte de seconde couche, pourraient accompagner




Fig. 5.3 – Surface hydrophobe de h1−2. Vue dans l’axe et de coˆte´ du segment
he´lical h1−2. Les surfaces hydrophobes sont indique´es en jaune. Les vues sont oriente´es
avec la matrice vers le bas.
Fig. 5.4 – D’autres lipides pour prote´ger h1−2. Le sche´ma grossier montre
l’emplacement hypothe´tique de lipides supple´mentaires qui doivent prote´ger la zone
hydrophobe de h1−2. Ceux-ci, plutoˆt que les cardiolipides, pourraient participer a`
accommoder le me´sappariement hydrophobe.
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Pourquoi le CDL801 garderait-il une position proche de celle qu’on
lui connaˆıt ? Il y a deux e´le´ments de re´ponse a` cette question. Le premier est
que quel que soit le me´canisme de transport envisage´, il n’y a pas de raison pour
que les extre´mite´s des he´lices paires, qui sont couple´es aux prolines charnie`res,
subissent de mouvement vertical important. En effet ce ne sont pas ces he´lices
qui ferment la cavite´, et on imagine plutoˆt le coude se re´duire (mouvement des
he´lices impaires), et le segment he´lical matriciel venir se placer en regard (mou-
vement des boucles autour des re´sidus glycine appartenant a` la signature MCF
et place´s juste avant les he´lices paires). Le deuxie`me e´le´ment de re´ponse tient
a` la ne´cessaire stabilite´ de l’e´difice prote´ique. Lors d’un changement conforma-
tionnel, la structure de l’AAC, de´ja` moins robuste que la plupart des prote´ines
membranaires de structure connue avec son unique couronne d’he´lices, va perdre
en stabilite´ car une partie des interactions coˆte´ matriciel vont disparaˆıtre. Le
maintien exerce´ par les cardiolipides via ses interactions avec la prote´ine pourrait
aider a` conserver une stabilite´ minimum.
On peut ici envisager deux sce´narios : soit l’interaction entre PA et les re´sidus
G72 et L74 de h1−2 est maintenue, et c’est cette interaction qui alors de´finit la
limite du mouvement possible de la boucle M1. Soit cette interaction est perdue,
et le mouvement de M1 peut avoir une amplitude plus large. Le second sce´nario,
plus plausible, pourrait impliquer une interaction de PA avec des re´sidus de H1
place´ en aval du coude dans la zone 30-35 qui viennent se placer a` des distances
compatibles lors du pivot de H1 autour de P27 (figure 5.5).
Et a` l’inte´rieur de la prote´ine, comment cela se passe-t-il ? Si on ima-
gine comme nous le faisons une zone contrainte, interagissant avec la base ade´-
nine du nucle´otide, une zone de mouvement de plus large amplitude impliquant
les he´lices H1 et H2, alors les ponts salins a` de´stabiliser en premier lieu sont
ceux forme´s par E29 (avec D134) et K32 (avec D231). K32 est place´ a` une dis-
tance de 9 A˚ de P229, ce qui permet une liaison de la base avec Y228, F230 ou
meˆme G182 et une attaque du pont salin par le groupement phosphate terminal,
compte-tenu de la taille d’une mole´cule d’ADP.
Farfelu, possible, plausible ? L’ensemble des e´ve`nements lie´s au transport
esquisse´s ici sont re´sume´s par le tableau 5.1. Les appuis concrets d’un tel sce´nario
sont uniquement des mesures de distances au sein du mode`le atomique : tel
re´sidu interagit avec celui-ci, pourrait interagir avec celui-la`... Il s’appuie aussi,
indirectement, sur la conservation des re´sidus, leur appartenance au motif MCF,
ainsi qu’a` une se´lection de re´fe´rences. On peut d’ailleurs noter qu’en ope´rant une
se´lection diffe´rente il serait possible de proposer un me´canisme similaire pour la
zone contrainte mais ou` H3 et H4 seraient les zones de mouvements amples6
6Il n’y a pas d’ailleurs d’argument structural fort pour privile´gier l’une ou l’autre hypothe`se.
On pourra simplement revoir la figure 8 de la re´fe´rence Nury et al. [2006] ainsi que le panneau
c de la figure 1.8, page 17, pour se convaincre que la boucle M1 est particulie`re par rapport











Fig. 5.5 – CDL801 et points de pivots. Les he´lices H1, H2 et H6 sont repre´-
sente´es sous forme de cylindres. Les charnie`res permettant les mouvements conforma-
tionnels sont indique´es par des e´toiles (P27 et G65 ou G72 respectivement). L’encart
souligne une fois de plus la liaison ope´re´e par le CDL801 entre H6 et h1−2. Si PA
n’interagit plus avec cette dernie`re lors de mouvements, les distances sont compatibles
avec une interaction avec des re´sidus de l’extre´mite´ de H1 (fle`che verte).
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Tous les sce´narios imaginaires de me´canisme de transport sont bien e´videm-
ment sujets a` caution. Leur description permet toutefois de rappeler plusieurs
faits (l’existence d’une zone angulaire regroupant de nombreux re´sidus inte´-
ressants, l’analyse de l’hydrophobie des segments he´licaux, etc...) qui seraient
autrement passe´s sous silence.
Arrive´e de l’ADP depuis l’espace intermembranaire
Interaction des phosphates avec les zones positives
Interaction de la base ade´nine avec l’e´chelle de tyrosine
Fixation du nucle´otide : la base est non loin de P229
Induced fit : la fixation apporte l’e´nergie ne´cessaire pour perturber un (ou les) pont(s)
salin(s) K32–D231
Lhe´lice H1 pivote autour de P27
L’interaction entre PB du CDL801 et h1−2 est perturbe´e : la boucle M1 pivote autour
de G65 ou G72 Ce meˆme groupement phosphate interagit avec la fin de l’he´lice H1
Tab. 5.1 – Me´canisme sche´matique du transport de l’ADP. Ce tableau est un
re´sume´ du me´canisme de transport propose´ pour l’ADP. Notons qu’il passe alle`grement
sous silence les e´ve´nements concomitants concernant le passage d’un ATP (avant,
apre`s, en meˆme temps, dans la deuxie`me sous-unite´ d’un dime`re ?).
5.4 Apprentissages
La the`se marque la dernie`re e´tape d’un parcours de formation initiale. Son
statut hybride, souligne´ par la possession simultane´e d’une carte d’e´tudiant et
d’une carte de cre´dit alimente´e par un salaire, preˆte parfois a` confusion. Ainsi
ma grand-me`re continue de croire que je re´vise pour des examens pendant cette
pe´riode de re´daction, et plus d’une fois, le sourire en coin de mes ex-camarades
inge´nieurs m’a rappele´ que je n’e´tais pas tout a` fait conside´re´ comme un jeune
professionnel : « Ah tu fais une the`se ? Et tu skies beaucoup ? ! »
Un angle d’attaque possible parmi d’autres est d’examiner cette confusion
parfois agac¸ante en terme d’apprentissages. C’est l’une des grandes richesses de
la the`se : on apprend beaucoup. La palette est large, elle comprend bien suˆr
les connaissances scientifiques, mais pas seulement. Sont aussi inclus des savoir-
faire (comment aborder l’e´tude d’une nouvelle prote´ine, comment e´crire un texte
scientifique) et des savoir-eˆtre (comment pre´senter ou discuter de ses travaux,
comment fonctionne une collaboration).
Par rapport a` un autre domaine professionnel, le temps formellement consa-
cre´ a` la formation est important : si on cumule les congre`s, les ateliers, deux
confe´rences hebdomadaires en moyenne, la lecture de publications. . ., au moins
20% du temps de travail lui est de´die´.
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Parmi ces apprentissages, un petit nombre m’apparaissent pre´e´minents. D’abord
celui de la rigueur. Ma premie`re lec¸on me´morable de rigueur est plus ancienne
que la the`se, elle eut lieu lorsque mon professeur de mathe´matiques de maths spe´
nous inculqua l’usage correct de l’implication et de l’e´quivalence. Mais les deux
suivantes intervinrent a` l’IBS : la relecture minutieuse d’un article scientifique,
ou` chaque mot est pese´, chaque re´fe´rence ve´rifie´e ; la qualite´ de tenue du cahier
de laboratoire, qui permet d’en extraire des expe´riences vieilles d’une dizaine
d’anne´es.
Vient ensuite l’apprentissage de la pugnacite´. Une (bonne) partie des expe´-
riences ne donnent pas le re´sultat escompte´ la premie`re fois, ou ne le donnent
jamais. Accepter cette part d’insucce`s tout en conservant la dose de motiva-
tion ne´cessaire pour poursuivre est pour moi un acquis primordial, encore en
construction.
Enfin –quelle banalite´ !– je souhaite mettre l’accent sur l’apprentissage du
travail collaboratif. Le milieu de la recherche est un milieu de spe´cialistes, et de
passionne´s. Il est donc tiraille´ entre une forte ne´cessite´ de travailler a` plusieurs
pour be´ne´ficier des spe´cialite´s des autres, et un tre`s grand individualisme, qu’on
retrouve par exemple dans l’emploi re´current des adjectifs possessifs : ma pro-
te´ine, mon montage. . . J’ai le sentiment que ces anne´es de the`se m’ont offert
l’opportunite´ de commencer a` percevoir ce qui favorise le travail collaboratif




Quels e´chantillons pour quels usages ? Le sche´ma ci-dessous rappelle dans
les grandes lignes comment sont pre´pare´s les diffe´rents e´chantillons destine´s aux
expe´riences pre´sente´es dans le manuscrit. Il permet d’avoir une vision d’ensemble
de ces pre´parations. Les de´tails (composition des tampons, temps d’incubation,
etc. . .) sont donne´s dans le texte, page 42 pour la centrifugation, page 61 pour





La quantification du de´tergent La me´thode de re´fe´rence pour mesurer
une concentration de de´tergent est l’emploi de compose´s radio-marque´s. Cette
me´thode n’est pas d’un usage courant au laboratoire. Parmi les alternatives
a` la radioactivite´ on peut citer : le dosage chimique pour certains de´tergents
seulement7, la mesure de l’indice de re´fraction couple´e a` la chromatographie
d’exclusion de taille8, une me´thode nouvelle base´e sur la mesure de la forme
d’une goutte d’e´chantillon [Kaufmann et al., 2006], une quantification a` partir
du spectre infrarouge de l’e´chantillon [daCosta et Baenziger, 2003] qui pre´sente
l’avantage de pouvoir aussi quantifier les lipides.
Nous avons teste´ cette dernie`re me´thode avec le complexe bAAC1–Lapao.
Pour cela nous avons utilise´ l’appareil du LEDSS place´ sous la responsabilite´
de Didier Gaude. J’ai e´galement pu profiter de l’expe´rience de John Baezinger,
visiteur estival au laboratoire, qui m’a aide´ lors d’une se´rie de mesures. Dans
le cas spe´cifique du Lapao, la quantification est tre`s de´licate car la structure
du de´tergent fait que ses bandes caracte´ristiques se superposent a` celles de la
prote´ine et des lipides. Il est donc possible uniquement de mesurer des variations
importantes de la concentration, de l’ordre de 0,1% (environ 20 fois la CMC !).
Cette me´thode n’est pas adapte´e a` notre syste`me.
La quantification de la prote´ine Nous disposons de trois me´thodes pour
e´valuer la concentration prote´ique. L’enregistrement du spectre d’absorption
dans la gamme 200–500 nm permet d’estimer la hauteur du pic a` 280 nm carac-
te´ristique de la prote´ine. La loi de Beer-Lambert donne alors la concentration en
prote´ine. Un dosage colorime´trique suivant le protocole de Lowry qui combine
une re´action du biuret (dosage du lien peptidique) et une re´action au re´actif
de Folin-Ciocalteu (dosage des tyrosines et tryptophanes) permet d’estimer la
concentration prote´ique en comparaison avec une gamme e´talon (re´alise´e avec de
la se´ralbumine bovine dans un tampon contenant du de´tergent). Il est inte´ressant
de noter qu’une pre´cipitation a` l’acide trichloroace´tique apre`s complexation au
de´oxycholate, parfois utilise´e pour les prote´ines membranaires, n’ame´liore pas
le dosage. Enfin l’IBS dispose d’un service de microanalyse en acides amine´s
apre`s hydrolyse acide, sous la responsabilite´ de JP Andrieu. C’est pour nous la
me´thode de re´fe´rence.
7par exemple le DDM et avec lui tous les de´tergents dont la teˆte polaire est un sucre [Saha
et Brewer, 1994]
8qui repose sur le meˆme principe que l’AUC : se´parer physiquement le de´tergent libre
des micelles prote´ine–de´tergent, puis obtenir une double mesure qui permet de connaˆıtre la
concentration en prote´ine (avec l’absorbance a` 280 nm en ge´ne´ral) puis celle de toutes les










L’emploi de ces diffe´rentes me´thodes sur le meˆme e´chantillon permet de de´-
terminer une valeur expe´rimentale pour  : 73000 L.g−1.cm−1 si on corrige la
hauteur du pic a` 280 nm par soustraction de la base du pic a` plus courte longueur
d’ondre, 90000 L.g−1.cm−1 autrement. La correspondance entre la me´thode de
Lowry et la microanalyse en acides amine´s est variable, l’e´cart maximal observe´





Cette annexe reprend quelques e´quations et notions de cristallographie.
Diffusion par une mole´cule, diffraction par un cristal Commenc¸ons par




ρ(r)eiq · rdr. (1)
En ge´ne´ral b prend des valeurs re´elles qui sont proportionnelles au nombre
d’e´lectrons de l’atome conside´re´. Toutefois, si l’e´nergie du flux incident est proche
de celle d’une orbitale atomique, la densite´ e´lectronique ρ(r) est de´forme´e :
sa syme´trie n’est plus sphe´rique et b peut prendre des valeurs complexes. Ce
phe´nome`ne est a` la base des me´thodes de diffusion anomale.







ou` V est le volume de la mole´cule.
Si on conside`re a` pre´sent un cristal, il s’agit d’une assemble´e de N mole´cules
identiques et organise´es. A partir d’une maille de ce cristal (qui peut contenir une
ou ge´ne´ralement plusieurs mole´cules), on peut obtenir l’ensemble des mole´cules
par translation le long des axes (a, b, c) qui de´finissent le cristal. La diffusion
par l’assemble´e des N mole´cules identiques et organise´es qui le composent peut
s’e´crire, si on de´compose r = rintra + rintern , ou` r
inter
n est le vecteur qui permet
d’obtenir la n-ie`me mole´cule par translation de la premie`re (rintern est du type
xna + ynb + znc).
Avec cette de´composition, on peut alors e´crire l’amplitude de diffusion par
le cristal entier (pour simplifier les notations, on conside`re un exemple ou` on




Beiq · rinter (3)
Pour une valeur quelconque de q, la somme des nombres complexesBeiq · rinter
pour les diffe´rentes mole´cules va eˆtre nulle. En effet, on ajoute des complexes de
meˆme norme et d’arguments « ale´atoires » a` cause de l’exponentielle complexe.
Les seules valeurs de q pour lesquelles cette somme est significative sont
celles qui ve´rifient les conditions de Laue :
a ·q = 2pih (4)
b ·q = 2pik (5)
c ·q = 2pil. (6)
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Lorsque ces e´galite´s sont ve´rifie´es, les amplitudes diffuse´es par les diffe´rentes
mole´cules du cristal sont en phase et s’additionnent. Si on de´compose q en ses
composantes selon les axes du re´seau re´ciproque : q = ha∗ + kb∗ + lc∗, on
obtient alors :





ou` (xi, yi, zi) sont les coordonne´es re´duites dans le re´fe´rentiel cristallin. Cette
expression est appele´e facteur de structure pour la taˆche de diffraction (h, k, l).
Il repre´sente la transforme´e de Fourier du contenu de la maille e´chantillonne´e
aux sommets du re´seau re´ciproque. En dehors de ces sommets, les amplitudes
somme´es ne sont plus en phase et l’amplitude totale est de l’ordre de 1N de celle
d’un facteur de structure. En conse´quence, sur une image de diffraction, entre
les taches indice´es par (h, k, l), il n’y a pas d’information.
L’observable enregistre´e sur ces images est la seule intensite´ de la diffraction
I(h,k,l) = |F(h,k,l)|2 ; l’information de phase est donc perdue. La retrouver, re´-
soudre le « proble`me de la phase » est l’objet des me´thodes de diffusion anomale,
de remplacement isomorphe ou de remplacement mole´culaire si on dispose de la
structure d’une prote´ine homologue.
Une fois les phases connues, on acce`de a` la densite´ e´lectronique de la mole´cule
/ de la maille / du cristal par transforme´e de Fourier des facteurs de structures :







Groupes d’espaces Le groupe d’espace d’un cristal est la description de
la syme´trie de la structure cristalline. Il naˆıt de la combinaison d’un groupe
ponctuel de syme´trie et d’un re´seau de Bravais. Le groupe ponctuel de syme´trie
de´crit les ope´rations de syme´trie qui laissent invariant le cristal ; le re´seau de
Bravais repre´sente la pe´riodicite´ de la distribution des atomes dans le cristal.
Dans notre cas, les deux groupes d’espace d’inte´reˆt sont P21212 et C2221.
Ces deux groupes appartiennent a` la famille orthorhombique. Cela signifie que
les trois axes de la maille sont orthogonaux. La lettre P signale un re´seau primitif
(les noeuds du re´seau sont seulement aux sommets de la maille) et la lettre C
un re´seau a` face centre´e (il y a un noeud en plus au centre de la face de´finie par
les axes a et b). Le groupe ponctuel de syme´trie est de´fini par les chiffres 21212
et 2221. Le chiffre 2 repre´sente une rotation de pi radians autour d’un axe, et
21 repre´sente une rotation de pi autour d’un axe, suivie d’une translation d’une
demi-maille dans la direction de l’axe. L’ordre des symboles donne la direction
des axes : dans le cas du groupe C2221, une rotation de pi autour de a, une
rotation de pi autour de b, et un axe he´lico¨ıdal autour de c.
Dans l’empilement cristallin de la forme centre´e le monome`re B est obtenu
par rotation de pi autour de l’axe b a` partir de A, tout comme le monome`re C
qui provient lui de la maille voisine.
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Clonage, expression et purification de bCyD
1. PCR re´alise´ sur l’ADNc de bCyD clone´ dans le vecteur pCMV-sport6
avec :
oligonucle´otide sens interne, construction courte
GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC TCC GGG AAC CCG CTA GTG TAC
CTG
oligonucle´otide sens interne, construction longue
GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC GTT CGC GTT TGC AGC AGC GGC
AGC
oligonucle´otide sens externe
XXX XXX XXX XXX XXX9 GAA AAT CTG TAT TTT CAG GGC
oligonucle´otide antisens interne
C CGC AGT CTT GTG ATG ACG ATC TTT CTT GGA CGT C
oligonucle´otide antisens externe
XXX XXX XXX XXX XXX CTA GCT CAA CTG GCC CGC AGT CTT GTG
ATG ACG
PCR re´alise´e avec polyme´rase Phusion, et un ratio 1 :10 entre les oligonucle´o-
tides internes et externes.
30 secondes a` 98◦C
35 cycles : 10 secondes a` 98◦C, 30 secondes a` 55◦C, 15 secondes a` 72◦C
8 minutes a` 72◦C
2. Purification du fragment de PCR sur gel d’agarose avec le kit Qiagen.
3. Hybridation avec le vecteur pLIM01 pre´pare´ par digestion avec la T4
polyme´rase.
4. Transformation de la souche DH5α de E. coli.
5. Miniprep (kit Qiagen) et se´lection de l’ADN des clones posse´dant l’insert ;
ve´rification des se´quences (Ge´nome Express).
6. Transformation de la souche BL21(DE3) de E. coli.
7. Induction de la surexpression par IPTG 1 mM a` DO600nm =0,6.
8. Culture pendant cinq heures a` 20◦C.
9. Reprise du culot dans le tampon A (100mM Hepes pH 8, 150 mM NaCl)
supple´mente´ en antiprote´ases (Complete EDTA-free, Roche), imidazole 20 mM.
10. Lyse des cellules par presse de French ou lyse chimique (BugBuster de
XX).
11. Ultracentrifugation dans un rotor Ti45 a` 40000 rpm pendant 30 minutes.
Purification de la fraction soluble
12. Injection du surnageant sur une colonne Hitrap Nickel (GE lifescience)
e´quilibre´e en tampon A. 1mL de re´sine par litre de culture.
9Les se´quences LIC utilise´es sont prote´ge´es par un brevet qui empeˆche leur divulgation.
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13. Elution par un gradient line´aire en concentration d’imidazole pour at-
teindre 500 mM en 5 volumes de colonne.
14. Analyse sur gel d’e´lectrophore`se en conditions de´naturantes.
Purification de la fraction insoluble
15. Reprise du culot dans le tampon A supple´mente´ par 6 M d’ure´e.
16. Ultracentrifugation dans un rotor Ti70 a` 40000 rpm pendant 30 minutes.
17. Injection du surnageant sur une colonne Hitrap Nickel (GE lifescience)
e´quilibre´e en tampon A. 1mL de re´sine par litre de culture.
18. Elution par un gradient line´aire en concentration d’imidazole pour at-
teindre 500 mM en 5 volumes de colonne.
19. Analyse sur gel d’e´lectrophore`se en conditions de´naturantes.
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Expression et purification de hCyDt
1. Induction de la surexpression par IPTG 1 mM a` DO600nm=0,6.
2. Culture pendant cinq heures a` 30◦C.
3. Reprise du culot dans le tampon A (100mM Hepes pH 8, 150 mM NaCl)
supple´mente´ en antiprote´ases (Complete Roche), imidazole 20 mM.
4. Lyse des cellules par presse de French.
5. Ultracentrifugation dans un rotor Ti45 a` 40000 rpm pendant 30 minutes.
6. Injection du surnageant sur une colonne SP-sepharose (GE lifescience)
e´quilibre´e en tampon A. 8 mL de re´sine par litre de culture.
7. Elution par un gradient line´aire en concentration de NaCl pour atteindre
500 mM en 5 volumes de colonne.
8. Analyse sur gel d’e´lectrophore`se en conditions de´naturantes et se´lection
des fractions d’inte´ret.
9. Dialyse en tampon A.
10. Injection sur une colonne Mono-Q (GE lifescience) e´quilibre´e en tampon
A. La prote´ine n’est pas retenue sur la re´sine.
11. Concentration sur Millipore 10 kDa
12. Injection sur une colonne Superdex 200 hiload 16/60 (GE lifescience)
e´quilibre´e en 50 mM de phosphate de potassium pH 7,3 supple´mente´ par 2 mM
EDTA, 1 mM DTT, 100 mM NaCl puis e´lution a` 0,8 mL/min.
13. Concentration finale sur Millipore 10 kDa jusqu’a` 30 mg/mL.
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Quantifier des interactions par la re´sonance plas-
monique de surface
La pre´sentation des expe´riences de re´sonance plasmonique de surface (SPR)
est longue –et peut-eˆtre un peu fastidieuse– compare´e a` l’importance des re´sul-
tats obtenus. Pour cette raison je ne l’ai pas inte´gre´e au texte. Il me semble
toutefois inte´ressant d’en rendre compte, ne serait-ce que pour souligner les
e´cueils rencontre´s. C’est l’objet de cette annexe, un peu plus longue qu’il n’est
coutume.
Principe et me´thodes de SPR
Un syste`me de de´tection utilisant la SPR permet de quantifier l’interaction
entre mole´cules et la formation de complexes. L’un des partenaires formant le
complexe doit eˆtre immobilise´ sur une surface. Les appareils commercialise´s par
la marque Biacore AB associent une telle de´tection a` un syste`me d’injection et
de transfert de liquide ; ils disposent e´galement de logiciels d’analyse cine´tique
des interactions mesure´es. La facilite´ d’utilisation de l’appareil, l’apparente faci-
lite´ d’obtention de re´sultats (constantes cine´tiques d’interaction) expliquent la
popularite´ et la re´ussite de Biacore AB.
Principe Lors de la re´flection totale d’un faisceau laser sur une surface d’un
mate´riau riche en e´lectrons libres, il peut se produire un phe´nome`ne de re´sonance
entre ceux-ci et l’onde e´vanescente produite pre`s de la surface. Ce phe´nome`ne
entraˆıne une chute d’intensite´ de la lumie`re re´fle´chie a` un angle donne´, variable
suivant l’indice de re´fraction du milieu situe´ pre`s de la surface, dans le champ
e´vanescent. Les variations de masse induite par la formation de complexes im-
pliquant des mole´cules greffe´es sur la surface modifient cet indice et peuvent
donc eˆtre mesure´es. Le signal de re´sonance est quantifie´ en unite´ de re´sonance
arbitraire (RU). Une variation de 1000 RU correspond a` une de´viation de l’angle
de re´sonance de 0,1◦ et a` une variation de masse de 1 ng.mm−2.
Une courbe de SPR, e´galement appele´e sensorgramme, comprend en ge´ne´ral
trois phases. On a d’abord la phase d’association pendant laquelle le partenaire
est injecte´ sur la surface dans un tampon bien choisi. Cette phase se caracte´-
rise par un signal croissant si l’interaction a lieu. A la fin de l’injection vient
la phase de dissociation pendant laquelle c’est un tampon seul qui est injecte´,
et ou` le signal de´croˆıt. Une phase de re´ge´ne´ration permet d’e´liminer les restes
de partenaires fixe´s a` la surface et qui geˆnerait les enregistrements ulte´rieurs.
Elle correspond a` l’injection de solution de lavage (par exemple du sel, du de´-
tergent. . .).
Mate´riel utilise´ J’ai utilise´ un Biacore 3000 –qui permet l’acquisition simul-
tane´e de 4 signaux–, les logiciels BiaEval et Excel pour le traitement des donne´es.
Les prote´ines ont e´te´ immobilise´es sur des surfaces de type CM3 (un support de
verre recouvert d’or fonctionnalise´ avec des groupes carboxyles), CM4 ou CM5
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(qui posse`dent une couche de dextran fonctionnalise´ au-dessus du de´poˆt en or,
permettant une immobilisation plus importante ; le dextran est plus dense pour
les surfaces CM5), L1 (la surface de dextran posse`de des groupements hydro-
phobes qui permettent la reconstitution de bicouches lipidiques).
A l’IBS les expe´riences de Biacore sont en ge´ne´ral mene´es par campagne :
on dispose de l’appareil pendant une semaine. J’ai re´alise´ six campagnes, dont
deux consacre´es aux interactions de l’AAC avec la cyclophiline et Vpr. Ce sont
les seules de´crites ici.
Immobilisation Les prote´ines ont e´te´ immobilise´es soit par couplage co-
valent entre leurs re´sidus amines et les groupes carboxyles des surfaces, graˆce
a` un hydroxysuccinimide ; soit par l’interme´diaire d’une interaction biotine-
streptavidine. Dans ce dernier cas la cyclophiline D est biotinyle´e non spe´ci-
fiquement ; le peptide Vpr porte une biotine en C-ter. Les surfaces Biacore sont
alors pre´alablement recouvertes de streptavidine10. Il s’agit de conditions clas-
siques d’immobilisation.
Pistes controˆles Les pistes controˆles sont pre´pare´es comme les pistes fonc-
tionnalise´es, les injections de Vpr ou hCyDt sont remplace´es par des injections
de tampon ou de BSA respectivement.
Normalisation Il est coutumier d’enregister un ensemble de spectres a` diffe´-
rentes concentrations de l’analyte11 de afin de remonter aux parame`tres cine´-
tiques de l’interaction ; ces spectres se distinguent par le niveau d’association,
croissant avec la concentration. On tire en ge´ne´ral des informations de spectres
diffe´rences, c’est-a`-dire de courbes issues de la soustraction entre une piste ou` la
prote´ine d’inte´reˆt est immobilise´e et d’une piste controˆle. Il peut e´galement eˆtre











controle − I [a]=0controle
)
(9)
avec Inorm l’intensite´ normalise´ utilisable, I
[ligand]=i
prot l’intensite´ enregistre´e
sur la piste fonctionnalise´e avec la prote´ine (partenaire 1) lors de l’injection du
ligand (partenaire 2) a` la concentration i, Icontrole l’intensite´ enregistre´e sur la
piste non fonctionnalise´e avec la prote´ine d’inte´reˆt.
La soustraction de la piste controˆle permet the´oriquement de s’affranchir
des interactions non-spe´cifiques entre l’analyte et la surface, et la soustraction
du signal a` concentration nulle permet de s’affranchir des interactions entre les
composants du tampon de l’analyte et la surface.
10La se´quence d’injections est la suivante, a` 10 µL/min : 70 µL NHS+EDC, 50 µL de
streptavidine en 10 mM ace´tate de sodium pH 4,5, 70 µL d’e´thanolamine-HCl 1M pH 8,5,
deux fois 5 µL NaCl 1M.
11Les injections sont typiquement de 120 µL a` un de´bit de 60 µL/min.
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Re´sultats concernant l’interaction avec Vpr ou hCyDt
Des re´sultats variables et parfois contradictoires Mes expe´riences d’in-
teraction quantifie´e par SPR ne sont pas faciles a` pre´senter et a` interpre´ter. En
effet des expe´riences ressemblantes ou semblables ont pu donner des re´sultats
diffe´rents. Nous ne savons pas analyser certains de ces re´sultats.
Il eut e´te´ plus simple de ne pre´senter que les courbes qui sont en accord avec
l’absence d’interaction. Les expe´riences de Biacore auraient alors confirme´ les
expe´riences de biochimie. Toutefois la re´alite´ est plus complexe. J’ai donc fait
le choix d’une pre´sentation peut eˆtre un peu trop exhaustive, mais qui souligne
les variations, les incohe´rences entre expe´riences similaires lorsqu’elles existent.
Re´ge´ne´ration des surfaces Deux campagnes d’expe´riences ont e´te´ re´alise´es.
Lors de la premie`re campagne : 1. les e´chantillons utilise´s e´taient les meˆmes que
ceux qui ont servi pour les essais de re´tention sur re´sine et 2. Nous avons employe´
un protocole de re´ge´ne´ration12 peu adapte´, celui de [Jacotot et al., 2001]. Ainsi,
pour e´liminer des surfaces l’AAC qui s’y e´tait fixe´, nous injections du sel a` une
concentration molaire. Cette re´ge´ne´ration, trop douce, ne permet pas d’e´liminer
totalement la prote´ine (ou les micelles non prote´iques).
Lors de la seconde campagne, les conditions de re´ge´ne´ration e´taient au point
(NaCl 1 M et SDS 0,1% dans le tampon de course, identiques a` Sabbah et al.
[2006]). Nous disposions ne´anmoins d’une varie´te´ d’e´chantillons moins grande.
La figure 6 pre´sente l’e´volution de la ligne de base du signal au cours des
mesures successives, pour deux des surfaces pre´pare´es.
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Fig. 6 – De´rive de la ligne de base lorsque la re´ge´ne´ration est incomple`te.
Deux exemples d’e´volution au cours des mesures successives de la ligne de base sont
donne´s. Il s’agit de deux surfaces semblables sur lesquelles nous avons fixe´ Vpr par
sa biotine apre`s une fonctionnalisation a` la streptavidine. On voit que lorsque les
concentrations injecte´es d’AAC sont fortes (de l’ordre de 1 mM au maximum) on
a une augmentation importante de la ligne de base a` chaque nouvelle mesure. Cela
signifie que des composants des e´chantillons prote´iques se sont fixe´s a` la surface et ne se
de´tachent pas. Cela peut inclure des phe´nome`nes d’auto-association. Les courbes verte
et rouge repre´sentent respectivement la piste fonctionnalise´e avec Vpr et le controˆle.
On voit que pour le panneau de gauche la fixation est plus forte sur la piste avec
Vpr, mais ce n’est pas le cas pour le panneau de droite. Dans ce dernier panneau j’ai
repre´sente´ l’evolution de la ligne de base pour une se´rie de mesures apre`s changement
des conditions de re´ge´ne´ration. Cette courbe est constante et proche de ze´ro.
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Les expe´riences effectue´es Le tableau ci-dessous donne les caracte´ristiques
des mesures re´alise´es pendant les deux campagnes.
Echantillon d’AAC Partenaire
Det. Lig. Date Asso. ? Fix. Fig. Part. Immo.
Vpr
Campagne 1 – surface CM4
Lapao ATP 26/10 oui 889 7-a Vpr 889 biotine
Lapao CATR 26/10 non 889 7-b Vpr 889 biotine
Lapao BA 26/10 oui 889 7-c Vpr 889 biotine
TX-100 CATR 30/10 oui 800 7-d Vpr 1650 biotine
TX-100 CATR 30/10 peu 800 7-e Vpr 1650 biotine
Lapao ATP 2/11 peu 800 7-f Vpr 1650 biotine
Campagne 2 – surface CM3
Lapao CATR 26/10 non 800 7-g Vpr 350 biotine
Lapao et lipides sans prote´ine non 0 9-a Vpr 350 biotine
Campagne 2 – surface CM4
Lapao CATR 26/10 peu 1632 7-h Vpr 1632 biotine
Lapao BA 26/10 peu 1632 7-i Vpr 1632 biotine
Lapao et lipides sans prote´ine non 0 9-b Vpr 1632 biotine
Cyclophiline D
Campagne 1 – surface CM4
Lapao ATP 26/10 oui 800 8-a hCyDt 297 biotine
Lapao CATR 26/10 non 800 8-b hCyDt 297 biotine
Lapao BA 26/10 oui 800 8-c hCyDt 297 biotine
Campagne 2 – surface CM3
Lapao CATR 26/10 non 800 8-d hCyDt 80 biotine
Lapao CATR 26/10 non 800 8-e hCyDt 650 directe
Lapao et lipides sans prote´ine non 0 9-c hCyDt 650 directe
Tab. 2 – Re´capitulatif des mesures d’interaction par SPR. On voit que les
expe´riences concernant Vpr sont plus nombreuses. L’explication en est toute simple :
nous avons plus longtemps cru a` l’interaction entre l’AAC et Vpr.
Description des surfaces Les expe´riences illustre´es par la figure 7.a a` 7.c et
la figure 8.a a` 8.c utilisent une surface de type CM4 avec une piste controˆle, une
piste fonctionnalise´e par streptavidine puis Vpr (immobilisation 889 RU), une
piste fonctionnalise´e par streptavidine puis hCyDt–biotine.
Les expe´riences illustre´es par la figure 7.d a` 7.f utilisent une deuxie`me surface
de type CM4 avec une piste controˆle et une piste fonctionnalise´e par streptavi-
dine puis Vpr (immobilisation 1650 RU).
Les expe´riences illustre´es par les figures 7.g, 8.d et 8.e utilisent une surface de
type CM3, de´pourvue de dextran. Les surfaces CM3 peuvent minimiser les inter-
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actions non spe´cifiques avec le compose´ injecte´ ; on les emploie par exemple lors
de suspicions de telles interactions. Cette surface comprend une piste controˆle,
une piste fonctionnalise´e par streptavidine puis Vpr (immobilisation 889 RU),
une piste fonctionnalise´e par streptavidine puis hCyDt–biotine (immobilisation
faible de l’ordre de 100 RU, duˆe sans doute a` une mauvaise biotinylation du lot
de hCyDt), une piste fonctionnalise´e par hCyDt directement.
Enfin les expe´riences illustre´es par la figure 7.h et 7.i utilisent une troisie`me
surface de type CM4 avec une piste controˆle et une piste fonctionnalise´e par
streptavidine puis Vpr (immobilisation 1650 RU).
Description des courbes avec Vpr Quand cela n’est pas pre´cise´, les courbes
sont enregistre´es sur des surfaces de type CM4.
La figure 7-a montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao
en pre´sence d’ATP sur une surface fonctionnalise´e avec Vpr. Les courbes sont correc-
tement empile´es. Aux faibles concentrations, on observe un phe´nome`ne d’interaction
non-spe´cifique avec la surface controˆle (valeurs en dessous de ze´ro). Ce phe´nome`ne
est contrebalance´ par une interaction spe´cifique aux concentrations plus e´leve´es. On
observe une saturation pour la concentration la plus haute.
Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique.
La figure 7-b montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao
en pre´sence de CATR. Les courbes ne sont pas correctement empile´es. Il n’y a pas
d’interaction nette de cet e´chantillon avec la surface.
Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique.
La figure 7-c montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao en
pre´sence de BA. Les courbes sont correctement empile´es. On observe le meˆme double
effet que pour l’e´chantillon en pre´sence d’ATP (non-spe´cifique puis spe´cifique).
Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique.
Les trois se´ries pre´ce´dentes correspondent a` des injections se´quentielles (en pre´sence
d’ATP puis de CATR et enfin de BA). La ligne de base suit une forte de´viation lors de
cette se´quence. Il est ne´anmoins inte´ressant de constater qu’on observe une interaction
en pre´sence de BA apre`s n’en avoir pas vu en pre´sence de CATR. Nous pouvons
donc exclure le sce´nario d’une « saturation » de la surface qui expliquerait l’absence
d’interaction en pre´sence de CATR.
La figure 7-d montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Triton
X100 en pre´sence de CATR sur une surface fonctionnalise´e avec Vpr. Cette se´rie
de mesures est particulie`rement inte´ressante. Les courbes sont correctement
empile´es. Aux faibles concentrations, on observe un phe´nome`ne d’interaction non-
spe´cifique rapide avec la surface controˆle (valeurs en dessous de ze´ro). On a en effet
une de´croissance suivie d’un minima des courbes. La position de ce minima est de plus
en plus pre´coce lorsque la concentration en prote´ine augmente. Apre`s le minima, on
observe une interaction spe´cifique. Pour les concentrations les plus e´leve´es, c’est ce seul
phe´nome`ne que l’on voit.
L’explication la plus plausible est alors celle d’une double interaction : la pre-
mie`re non spe´cifique avec la surface Biacore affecte plus la surface controˆle. Elle est
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Fig. 7 – Mesures de SPR pour le couple bAAC1-Vpr. Les diffe´rents panneaux
sont de´crits dans le texte, le trait vert correspond a` la dure´e de l’injection.
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concentrations en prote´ine. La seconde interaction est spe´cifique, elle affecte plus la
surface fonctionnalise´e, et avec une intensite´ qui de´pend de la concentration.
Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique.
La figure 7-e montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Triton
X100 en pre´sence de CATR sur une surface fonctionnalise´e avec Vpr. Cette se´rie
de mesure est exactement la meˆme que la pre´ce´dente. Son allure est pourtant
bien diffe´rente. Les courbes sont plus ou moins bien empile´es. L’amplitude des varia-
tions est de l’ordre de 1/5 de ce qu’on observe pendant la premie`re se´rie de mesures.
Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique, et
la de´viation de la ligne de base pendant la se´rie qui la pre´ce`de est e´norme. On peut
donc penser qu’on assiste a` un phe´nome`ne de « saturation ».
La figure 7-f montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao
en pre´sence d’ATP. Les courbes ne sont pas correctement empile´es. Il n’y a pas d’in-
teraction nette de cet e´chantillon avec la surface, cela peut s’expliquer dans le cadre
de la saturation de la surface. Rappel : cette se´rie d’injections correspond a` une re´ge´-
ne´ration proble´matique.
La figure 7-g montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao en
pre´sence de CATR sur une surface de type CM3. Les courbes sont correctement
empile´es, mais donnent une re´ponse ne´gative.
La figure 7-h montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en Lapao
en pre´sence de CATR. La figure 7-i montre l’injection d’un e´chantillon prote´ique de
bAAC1 en Lapao en pre´sence de BA. Ces deux se´ries de courbes pre´sentent un faible
effet spe´cifique.
Description des courbes avec hCyDt Quand cela n’est pas pre´cise´, les courbes
sont enregistre´es sur des surfaces de type CM4.
Les figures 8-a, 8-b, 8-c montrent l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1
en Lapao en pre´sence d’ATP, de CATR et de BA respectivement, sur une surface
fonctionnalise´e avec Vpr. Les courbes sont correctement empile´es. Aux faibles concen-
trations, on observe un phe´nome`ne d’interaction non-spe´cifique avec la surface controˆle
(valeurs en dessous de ze´ro). Ce phe´nome`ne est contrebalance´ par une interaction spe´-
cifique aux concentrations plus e´leve´es. Les intensite´s des phe´nome`nes sont tre`s fortes,
et on peut largement douter de leur pertinence biologique (il paraˆıt impossible de fixer
autant d’AAC sur une surface avec aussi peu de cyclophiline). Rappel : cette se´rie
d’injections correspond a` une re´ge´ne´ration proble´matique.
Les figures 8-d et 8-e montrent l’injection d’un e´chantillon prote´ique de bAAC1 en
Lapao en pre´sence de CATR, sur une surface de hCyDt immobilise´e par biotinylation
et directement avec ses lysines respectivement. Les courbes ne sont pas correctement
empile´es pour le couplage biotine. Il n’y a pas d’interaction nette de cet e´chantillon
avec la surface. L’interaction est plus convaincante, au niveau de l’empilement et de
l’intensite´ de la re´ponse, pour le couplage direct.
Description des courbes avec un me´lange de Lapao et de lipides L’in-
jection d’un me´lange de lipides caracte´ristiques de la membrane interne et de Lapao
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Lapao - CATR Lapao - BA
Lapao - CATR Lapao - CATR
Immo. directeImmo. biotine
Immo. biotine Immo. biotine Immo. biotine
Fig. 8 – Mesures de SPR pour le couple bAAC1-hCyDt. Les diffe´rents pan-
neaux sont de´crits dans le texte, le trait vert correspond a` la dure´e de l’injection.
173
Annexes
a` la concentration attendue dans les e´chantillons prote´iques permet de ve´rifier qu’il
n’y a pas d’interaction directe non spe´cifique entre ces espe`ces et les partenaires de
l’AAC. Les trois graphes de la figure 9 montrent des courbes plates caracte´ristiques
d’une absence d’interaction.





Fig. 9 – Mesures de SPR avec un me´lange Lapao–lipides. Les diffe´rents




Les programmes utilise´s lors des travaux puis de la re´daction de cette the`se sont
regroupe´s par the`me :
Ultracentrifugation analytique
– Sedfit et Sedfat, logiciels d’analyse des donne´es de´veloppe´s par Peter Schulk
– Sednterp, pour le calcul de volumes partiels spe´cifiques
– Maple pour la repre´sentation des couples (v¯d+l, B)
Diffusion de neutrons
– Maple pour le calcul de la diffusion par un complexe prote´ine-de´tergent
Cristallographie
– Denzo et Scalepack pour l’indexation et la mise a` l’e´chelle des donne´es
– La suite ccp4 pour la re´duction des donne´es
– CNS pour l’affinement
– O puis Coot, plus convivial, pour la construction des mode`les
– Pymol pour visualiser les structures et pre´parer les figures
Pre´paration du manuscript
– Texshop pour la re´daction du texte
– Bibdesk pour la gestion des re´fe´rences bibliographiques
– Photoshop et Illustrator pour la pre´paration des figures
– Kaleidagraph pour la re´alisation des graphiques
Divers
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